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SFC — 5-fluorocytozyna

abt — antybiotykoterapia

ALL — ostra biataczka limfatyczna
AMB — amfoterycyna B

AML - ostra biataczka szpikowa
amt — antymikotykoterapia

BSA — albumina bydlgca

cfu — jednostki tworzace kolonie (ang. colony forming unit)

CLSI - The Clinical and Laboratory Standards Institute

CML — przewlekta biataczka szpikowa
dH;O — woda destylowana

FLZ — flukonazol

ITZ — itrakonazol

KTZ — ketokonazol

MEA — podtoze z wyciagiem stodowym
MCZ — mikonazol

MFG — mikafungina

NTM — natamycyna

NYS — nystatyna

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PBS — bufor fosforanowy

SGA — podloze Sabourauda z dodatkiem glukozy

VRZ — worikonazol

XTT — s6l sodowa kwasu 3,3'-[1-(fenyloamino)karbonylo]-3,4-tetrazolo-bis(4-metoksy-6-

nitro)benzenosulfonowego

YNB — wyj$ciowe podtoze azotowe (ang. yeast nitrogen base)



WPROWADZENIE

1 WPROWADZENIE

W ostatnich latach rejestruje si¢ coraz wigcej przypadkow oportunistycznych zakazen
grzybiczych [190, 221]. Mikroorganizmy, ktére dotychczas byly uwazane za saprofity
niezdolne do wywotywania choréb cztowieka, staja si¢ czynnikiem etiologicznym, nawet
tak powaznych schorzef, jak zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych. Drobnoustroje te
okresla si¢ mianem ,,nowo pojawiajacych si¢ patogenéw” lub raczej ,,mikroorganizmow
onowo nabytej patogennosci”’, co odpowiada angielskiemu terminowi emerging
pathogens. Rozwdj cech patogennosci danego gatunku jest wynikiem zmian ewolucyjnych
postepujacych powoli w miarg przystosowywania si¢ drobnoustrojow do nowych siedlisk,
w tym ekosystemu, jakim jest organizm cztowieka. Grzyby naleza do Eucaryota, a zatem
maja rozbudowane systemy naprawy i regulacji genomu, dlatego zmiany zachodzace
w nich sg wolniejsze, niz u nizej zorganizowanych bakterii (Procaryota), czy tez wirusoOw.
U grzybow nie zachodzi pozioma transmisja genow, co w praktyce oznacza, ze nabyta
przez jeden szczep cecha nie jest przekazywana innym szczepom [198]. Mozliwe, Ze
wzrost notowanych przypadkow zakazen oportunistycznych jest ewolucyjnym
przystosowywaniem si¢ saprofitycznych grzybow w odpowiedzi na presj¢ srodowiska [21,
30].

Stosowanie antybiotykéw i innych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych majacych
szerokie spektrum dziatania zaburza ontocenoz¢ mikrobioty czlowieka. Wyeliminowanie
jednego gatunku pociaga za soba wzrost liczebnosci populacji gatunkow przetrwalych.
Namnazaja si¢ glownie mikroorganizmy oportunistyczne bedace czgsto oporne na

stosowane chemioterapeutyki.

Agresywno$¢ wspotczesne] medycyny stwarza coraz to wigcej wrot zakazenia.
Zywienie pozajelitowe oraz zakladane dtugoterminowo wejécia do naczyh krwiono$nych
utatwiaja wniknigcie bytujacych na skoérze drobnoustrojow. Nabyta na skutek choréb, czy
tez leczenia, immunosupresja sprzyja tego typu infekcjom. Pacjenci zakazeni HIV, chorzy
na AIDS, majacy réznego typu nowotwory 1 podlegajacy ich leczeniu, chorzy
z neutropenia o roznej etiologii, czy tez pacjenci przygotowywani do przeszczepow lub
w trakcie terapii po przeszczepie stanowia grupe ryzyka zakazen drobnoustrojami

oportunistycznymi.
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2 DANE Z PISMIENNICTWA

2.1 Pozycja taksonomiczna i opis rodzaju

Anamorficzne (rozmnazajace si¢ bezplciowo), pigmentowane drozdze byly juz znane,
zanim wprowadzono do mikologii metody czystej hodowli. Na przestrzeni lat, drozdze te,
wlaczano do wielu rodzajow, takich jak Cryptococcus, Torula, Torulopsis, Mycotorula,
anawet Saccharomyces. Pierwsza rewizj¢ taksonomiczna grzybow nalezacych do
wspotczesnego rodzaju Rhodotorula wykonat w 1922 roku Saito. Na podstawie koloru
kolonii, morfologii komorek oraz zdolno$ci asymilacji cukrow i azotanow sklasyfikowat

14 gatunkow z rodzaju Torulae o czerwonym i z6ltym zabarwieniu kolonii.

Nazwa rodzajowa Rhodotorula zostala po raz pierwszy uzyta przez Francisa C.
Harrisona w 1927 r., ktéry zajmowal si¢ woéwczas badaniami drozdzy zwiazanych
z kanadyjskimi serami [86, 85 cytowane za 13]. Podzielit on , kolorowe” drozdze na rodzaj

Rhodotorula 1 Chromotorula.

W 1952 roku Lodder i Kreger-van Rij dokonatly ,,rearanzacji” rodzaju Rhodotorula,
klasyfikujac w nim 7 gatunkéw. Co ciekawe, przy podziale na gatunki, nie zostalo wzigte
pod uwage zabarwienie kolonii. Podzial ten zostal zakwestionowany przez Hasegawa
w 1956, ktory przebadat szczepy wywodzace si¢ z oryginalnych szczepdéw badanych przez
Saito i wykazat, ze opisy Lodder i Kreger-van Rij nie zgadzaja si¢ z jego opisami, ktore
natomiast pokrywaty sig¢ z oryginalnymi opisami Saito [87].

Klasyfikacja gatunkow w obrebie rodzaju Rhodotorula ulegata ciaglym zmianom.
W 1984 roku Kreger-van Rij opisywata 8 gatunkéw [110], a w 1998 w Kurtzman 1 Fell
wymieniali juz 34 gatunki [119]. Obecnie w obrebie rodzaju klasyfikowanych jest okoto
50 gatunkow [18], z czego za patogenne dla cztowieka uwaza si¢ trzy: R. glutinis,
R. minuta, R. mucilaginosa [141] (por. rycina 2.2).

Wspolczesnie rodzaj Rhodotorula klasyfikowany jest w rodzinie Sporidiobolaceae

w rzedzie Sporidiobolales (podklasa  Microbotryomycetes) w  obrebie klasy

Pucciniomycotina typu Basidiomycota krolestwa Fungi. Gatunek typowy” dla rodzaju to

* Gatunek typowy — wzorzec taksonomiczny, gatunek wyznaczony jako typ nomenklatoryczny
umozliwiajacy identyfikacj¢ taksonow. Okazy bedace typami sa przechowywane w specjalnych
kolekcjach.
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R. glutinis, znany wczesniej jako Cryptococcus glutinis, ktory po raz pierwszy zostat
opisany ze $mietany kwasnego mleka w 1850 r. przez Georga Freseniusa [68, cytowane za

13].

Charakterystyka rodzaju [58, 119].

Kolonie sa rézowe, czerwonawe lub zo6ttawe, mastowate, Sluzowe lub suche. Komorki sa
ksztattu okraglego do elipsoidalnego, jajowate do wydluzonych i zwykle paczkuja
jednobiegunowo. Blizna konidialna jest waska. Moga by¢ wytwarzane elementy grzybni
lub pseudogrzybni. Ballistokonidia sa nieobecne.

Wiasciwosci fizjologiczne. Nie fermentuja cukréw. Nie asymiluja myo-inozytolu.
Wykazuja dodatnig reakcj¢ z bigkitem diazoniowym B (DBB), wytwarzaja ureazg, nie
produkuja zewnatrzkomorkowej skrobi. Wytwarzaja koenzymy Q-9 lub Q-10. W $cianie

komorkowej nie wystepuje ksyloza.

Rycina 2.1: Makro- i mikromorfologia Rhodotorula sp.

Po lewej - kolonia R. mucilaginosa o charakterystycznym czerwonorézowym zabarwieniu; po prawej —
komérki Rhodotorula sp.
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Rycina 2.2: Udzial poszczegolnych gatunkéw w opisanych przypadkach
zakazen wywolanych przez Rhodotorula.

Ostatni shupek przedstawia liczbg izolatow, dla ktérych autorzy prac kazuistycznych nie podali
gatunku, ale prawdopodobnie nie byly to gatunki inne niz omawiane jako patogenne dla cztowieka.

2.2 Chorobotworczos¢ rodzaju Rhodotorula

Przypadki chordb z udziatem czerwonych drozdzy byly opisywane, zanim do nauki
wprowadzono nazw¢ Rhodotorula. C.W. Dodge w ksiazce ,,Medical Mycology”
w rozdziale dotyczacym Torulopsis rubra (obecnie synonim R. mucilaginosa) przytacza
opis izolacji tego grzyba z czerwonego sera, a nastgpnie z katu biegunkowego dzieci, ktore
spozyly mleko, z ktérego zrobiony byt ten ser. W dalszej kolejnosci wymienia przyktad
doswiadczenia na psach, u ktorych po podaniu czystej zawiesiny tych drozdzy
obserwowane byly zaburzenia jelitowe. Dodge w swojej ksiazce powotuje si¢ rowniez na
pracg Bagnacciego z 1926 r. opisujaca przypadek =zapalenia jezyka (glossitis)

u niemowlgcia, w ktorym izolowano R. mucilaginosa. Podaje takze, ze potwierdzona
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zostala patogenno$¢ tego gatunku na zwierzgtach — po podaniu podskornym $winkom
morskim i krolikom™ [60].

Od tego czasu opisywano kolejne przypadki zakazen Rhodotorula. Byty to gléwnie
zapalenia otrzewnej zwiazane z dializa, zakazenia oka — glownie keratitis, a takze
fungemie i zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych.

W 1989 Anaissie zauwazyl, ze za przypadki grzybic u pacjentdéw z nowotworami
odpowiedzialne sa nowe gatunki grzybow wsrod nich grzyby z rodzaju Rhodotorula [5].
Rodzaj Rhodotorula uznany zostat za patogen o narastajacym znaczeniu klinicznym (ang.
emerging pathogen) [6, 206]. Na poczatku lat 90. zauwazono rowniez zwigkszajacy
si¢ udzial Rhodotorula w fungemiach zwiazanych z zalozonymi wejsciami zylnymi [25,
104]. Od tej pory zainteresowanie zakazeniami grzybami z rodzaju Rhodotorula wzrasta
sukcesywnie, co przejawia si¢ nie tylko wzrostem publikacji prac kazuistycznych, ale
rowniez opracowan pogladowych - por. rycina 2.3 [7, 73, 111, 233, 234].

Od 1960 roku w literaturze medycznej udokumentowanych zostato ponad 160
przypadkéw zakazen Rhodotorula (por. tabele 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, a takze rycina 2.3).
Przypadki te dotycza przede wszystkim pacjentéw z immunosupresja, cho¢ opisano takze
przypadki zakazen u 0s6b immunokompetentnych [108, 123, 138].

Wsrod postaci rodotorulozy dominuja zakazenia uogdlnione (fungemie) stanowiace
66,7% opisanych przypadkow. Zwiazane sa one gléwnie z zalozonym dojsciem
centralnym (kateterem). Udziat Rhodotorula w fungemiach w USA i Europie ocenia si¢ na
poziomie 0,5-2,3% przypadkéw [234]. Druga jednostka chorobowa jest zapalenie
otrzewnej zwiazane z dializa, stanowiace 13,0% zakazen wywotanych przez Rhodotorula
sp. Ponadto Rhodotorula wywotuje zakazenia oka (8,0% przypadkow) i osrodkowego
uktadu nerwowego (6,2%). Inne opisane zakazenia stanowia 6,2% (por. rycina 2.4). Wsérod

nich mozna wymieni¢ zakazenia stawu biodrowego 1 onychomikozg (por. tabela 2.5).

* W literaturze kazuistycznej istnieja badania wskazujace, ze szczepy Rhodotorula nie sa zdolne do
wywotania chordb u zwierzat doswiadczalnych. Jenning i Bannet [98] poddali ocenie patogenno$ci 57
szczepOw Rhodotorula, zaszczepiajac nimi dootrzewnowo myszy. Zadna z 57 par myszy nie zmarta ani
nie rozwingta objawdéw chorobowych w ciagu 2 tygodni od zaszczepienia. Dwie myszy, po jednej
zdwoch roznych par, wykazaly pozytywna hodowlg R. mucilaginosa z mézgu. Roéwniez szczep
izolowany z zapalenia kanalika tzowego nie wykazal patogennosci po tygodniu od zaszczepienia
dootrzewnowo biatej myszy [151]

10
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Liczba przypadkéw

Rycina 2.3: Liczba przypadkéw zakazen wywolanych przez Rhodotorula sp.

Do obliczenia liczby przypadkoéw brano pod uwage date¢ publikacji, a nie wystapienia epizodu.
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Tabela 2.1: Przypadki fungemii i zakazen uogoélnionych wywotanych przez Rhodotorula sp.*

Gatunek Pacjent Czynniki Terapia Cewnik/ Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ ryzyka usunigcie pisSmiennictwa
Rhodotorula sp. 47/K endocarditis brak T/? zmart Louria 1960
[135]
Rhodotorula sp.  56/M cukrzyca, cewnik AMB T/T wyleczony  Shelburne
pecherza moczowego, 1962 [215]
paciorkowcowe
endocarditis
Rhodotorula sp. 8/K ALL AMB T/T zmart Louria 1967
[134]
Rhodotorula sp. 68/M rak zotadka brak T/T wyleczony Louria 1967
[134]
Rhodotorula sp. 69/K rak skory brak T/T zmart Louria 1967
[134]
Rhodotorula sp. 57/K rak szyjki macicy AMB T/T zmar} Louria 1967
[134]
Rhodotorula sp. 39/M endocarditis AMB T/T wyleczony Leeber 1969
[125]
Rhodotorula sp. 47/M endocarditis brak T/T wyleczony Leeber 1969
[125]
R. mucilaginosa 7™ niedomykalnos¢ SFC p. o. T/N wyleczony  Naveh 1975
zastawki aortalnej [154]
1 zwezenie zastawki
dwudzielnej, abt
R. glutinis 66/M zapalenie ptuc brak T/T wyleczony  Pien 1980
[177]
R. glutinis 27/M ZPJ, rana brak /T zmart Pien 1980
[177]
Rhodotorula sp. 37/M AML AMB T/? zmart Rusthoven
1984 [202]
R. glutinis ?7/K biataczka, AMB, Datry 1988
niedokrwisto$¢ 5FC [56]
aplastyczna
R. mucilaginosa  22/K ALL brak T/T wyleczony Anaisse 1989
[5]
R. mucilaginosa 62/K melanoma AMB T/T wyleczony Anaisse 1989
(3]
R. glutinis 46/K rak nerki ? ? ? Silva 1989
[219]
R. mucilaginosa ~ 60/M ZP] ? ? ? Silva 1989
[219]
R. mucilaginosa  52/K ZP] ? ? ? Silva 1989
[219]
R. mucilaginosa  55/M ZP] ? ? ? Silva 1989
[219]

12
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Gatunek Pacjent Czynniki Terapia Cewnik/ Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ ryzyka usunigcie pisSmiennictwa
R. mucilaginosa 16/K ZP] ? ? ? Silva 1989
[219]
Rhodotorula sp. 6/M AIDS brak T/N zmart Leibovitz
1991 [126]
R. mucilaginosa 30/K  zaburzenie ruchliwosci AMB, T/T wyleczony  Braun 1992
jelit, ZPJ SFC [25]
R. mucilaginosa ? ZPJ, anergia skérna ? T ? Jimenez-
Majias 1992
[99]
R. mucilaginosa ? ZPJ, anergia skorna ? T ? Jimenez-
Majias 1992
[99]
R. mucilaginosa ? ZPJ, leczenie ? T ? Jimenez-
immunosupresyjne Majias 1992
[99]
R. mucilaginosa 2/K ALL brak T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  46/K migsak macicy AMB, T/N wyleczony  Kiehn 1992
KTZ [104]
R. mucilaginosa ~ 49/K choroba Crohna AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  48/K AML brak T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa 17/K rak jajnikow AMB T/N wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  22/M chloniak brak T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa ~ 16/M AML brak T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  42/M anemia aplastyczna AMB, T/T wyleczony  Kiehn 1992
KTZ [104]
R. mucilaginosa  32/M CML AMB T/N wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  65/M AML AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  27/K migsak AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa 18/M migsak AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. minuta 25/M AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa 17/M AML AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  40/M rak jadra brak T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
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Gatunek Pacjent Czynniki Terapia Cewnik/ Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ ryzyka usunigcie pisSmiennictwa
R. mucilaginosa 8/M ALL AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa 18/M ALL AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa ~ 31/M syndrom krotkiego AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
jelita [104]
R. mucilaginosa 12/K migsak AMB T/N wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa ~ 69/M chtoniak AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa  44/M AIDS, migsak AMB T/N wyleczony  Kiehn 1992
Kaposiego [104]
R. mucilaginosa 14/M migsak AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa 11/M chloniak AMB T/T wyleczony  Kiehn 1992
[104]
R. mucilaginosa ? HIV(+), narkomania FLZ, ? ? Polo 1993
AMB [180]
R. glutinis ? AML-2, przeszczep ? ? ? Chao 1994
szpiku [40]
Rhodotorula sp. 13/M zabieg MCZ, T/T wyleczony ~ Marinova
neurochirurgiczny, abt S5FC 1994 [140]
R. glutinis ™M AML, przeszczep AMB T/ wyleczony  Sheu 1994
szpiku, ZPJ [216]
R. minuta 28/M AIDS, nefropatia, AMB T/N wyleczony Goldani 1995
profilaktyka FLZ [79]
R. mucilaginosa 2/? neutropenia AMB ? zmart Nucci 1995
[160]
R. mucilaginosa 2/? AIDS AMB ? ? Walsh 1995
[239]
R. mucilaginosa 2/? AIDS AMB ? ? Walsh 1995
[239]
R. mucilaginosa 2/? AIDS AMB ? ? Walsh 1995
[239]
R. glutinis 11/M ALL ? ? zmart Colombo
1997 [49]
R. glutinis 13/K ALL, neutropenia AMB T/N wyleczony  Fanci 1997
[66]
R. mucilaginosa  50/M AIDS, AMB T/T wyleczony Lui 1998
homoseksualizm, [136]
infekcje
R. mucilaginosa 65/K niedroznos¢ jelita, MCZ ? zmart El-Tahavy
sepsa, przetoka jelita, 1999 [64]

abt, ZPJ, rak jelita
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przeszczep szpiku

Gatunek Pacjent Czynniki Terapia Cewnik/ Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ ryzyka usunigcie pisSmiennictwa
. mucilaginosa ~ 57/M  rak odbytnicy, anemia =~ AMB T/T wyleczony Papadogeorga
z niedoboru zelaza, kis 1999 [168]
ZP]
. mucilaginosa 3/K nowotwor OUN, brak T/T wyleczony  Alliot 2000
neurochirurgia, cht [2]
. glutinis 46/M chloniak, cht, abt, AMB T wyleczony  Alliot 2000
profilaktyka FLZ [2]
. mucilaginosa 48/K  ostre zapalenie trzustki FLZ T wyleczony Cleary 2000
[47]
. mucilaginosa 23/K chloniak nieziarniczy, brak T/? wyleczony  Kiraz 2000
cht, profilaktyka FLZ [106]
. mucilaginosa  55/M przeszczep nerki, lipoAMB ? wyleczony Navarro 2001
cukrzyca 2, [153]
immunosupresja
. mucilaginosa  21/K chloniak nieziarniczy, FLZ p.o., T/T wyleczony Petrocheilou-
autologiczny lipoAMB Paschou 2001
przeszczep komorek iv. [175]
progenitorowych
profilaktyka FLZ i abt,
ZPJ
Rhodotorula sp. 28/M ALL, cht, abt, FLZ, T ? Cure-Ruiz
Entoameba AMB, 2001 [51]
ITR p. o.
. mucilaginosa  76/M gruczolakorak jelita brak N/N wyleczony Samonis 2001
grubego, cht, [205]
neutropenia, abt
. mucilaginosa ~ 64/M abt, Pseudomonas AMB T/T zmart Chung 2002
aeruginosa, AML, cht [46]
. mucilaginosa 15/K AML, cht, AMB T/N wyleczony  Chung 2002
profilaktyka FLZ [46]
. glutinis S51/M rak nosogardzieli, = FLZ p. o., T/T wyleczony  Hsueh 2003
przerzuty do kosci, abt FLZ 1. v. (po 17d) [92]
. mucilaginosa ~ 34/M  mlodziefcze zapalenie FLZ T/T ? Lo Re Il
stawow, zespot lipoAMB 2003 [133]
krotkiego jelita, ZPJ,
infekcja Rhodotorula
w historii
. mucilaginosa  53/M endocarditis FLZ, ? wyleczony Maeder 2003
paciorkowiec AMB, [138]
koagulazo(-), abt, -> ITZ
przeszczep zastawki
aortalnej
. mucilaginosa 23/7 HIV(+), leki dozylnie FLZ, T/N ? Zaas 2003
AMB [251]
. glutinis 7/? glejak AMB T/N ? Zaas 2003
wielopostaciowy, ZPJ, [251]
autologiczny
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Gatunek Pacjent Czynniki Terapia Cewnik/ Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ ryzyka usunigcie pisSmiennictwa
R. mucilaginosa 4377 ALL brak T/T ? Zaas 2003
[251]
R. mucilaginosa 1 m/?  wrodzona wada serca, = AMB T/? ? Zaas 2003
ZP] [251]
(immunokompetentny)
R. mucilaginosa 54/? choroba Crohna, FLZ T/T ? Zaas 2003
przeszczep nerki, ZPJ [251]
R. glutinis 29/? zespot krotkiego jelita, FLZ T/T ? Zaas 2003
ZP] [251]
(immunokompetentny)
R. mucilaginosa 4/? nerwiak plodowy 1 dawka T/N ? Zaas 2003
AMB [251]
R. mucilaginosa 32/? gastropareza, ZPJ FLZ T/T ? Zaas 2003
(immunokompetentny) [251]
R. mucilaginosa 31/? przeszczep phuc, AMB T/T ? Zaas 2003
mukowiscydoza [251]
R. mucilaginosa 35 anemia sierpowata FLZ, T/T ? Zaas 2003
(immunokompetentny) AMB [251]
Rhodotorula sp. 10/K ALL AMB, T/T wyleczony  Pasqualloto
SFC 2005 [170]
Rhodotorula sp 16/K AML AMB, T/N wyleczony  Pasqualloto
SFC 2005 [170]
Rhodotorula sp. 16/K migsak Ewinga AMB, T/T wyleczony  Pasqualloto
zuchwy SFC 2005 [170]
R. mucilaginosa 12/M biataczka, AMB T/T zmart Lunardi 2006
kortykosteroidy, cht, [137]
abt
R. mucilaginosa 16/K biataczka, przeszczep ~ AMB, T/T wyleczony Lunardi 2006
szpiku, 5FC [137]
kortykosteroidy, cht,
amt
R. mucilaginosa 17/K migsak Ewinga, cht AMB, T/T wyleczony Lunardi 2006
SFC [137]
R. mucilaginosa  48/M guz jelita, brak T/T wyleczony Lunardi 2006
enterektomia, ZPJ [137]
R. mucilaginosa ~ 46/K  tluszczakomigsak, cht, brak T/T wyleczony Lunardi 2006
abt [137]
R. mucilaginosa ~ 34/M  guz jadra, cht, abt,amt = FLZ T/T zmar} Lunardi 2006
[137]
R. mucilaginosa ~ 18/M biataczka, AMB, T/T zmart Lunardi 2006
kortykosteroidy, cht, VRZ [137]
fuzarioza, abt
R. mucilaginosa  0,5/K noworodek, lipoAMB T/T wyleczony Perniola 2006
bakteriemia E. coli, (po 13d) [174]
profilaktyka FLZ
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Gatunek Pacjent Czynniki Terapia Cewnik/ Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ ryzyka usunigcie pisSmiennictwa
R. mucilaginosa  0,5/M noworodek, lipoAMB T/T wyleczony Perniola 2006
bakteriemia (od razu) [174]
S. epidermidis
R. mucilaginosa  0,5/K noworodek, lipoAMB T/T wyleczony Perniola 2006
bakteriemia E. coli, (po 15d) [174]
profilaktyka FLZ
R. mucilaginosa  0,5/K noworodek, lipoAMB T/T wyleczony Perniola 2006
profilaktyka FLZ (po34d) [174]
R. glutinis 64/M sepsa MRSA, FLZ i. v, N/N wyleczony  Kofteridis
Acinetobacter, abt  FLZ p. o. 2007 [108]
R. glutinis 65/M  pozaszpitale zapalenie FLZ1i.v., N/N wyleczony  Kofteridis
phuc, abt FLZ p. o. 2007 [108]
R. mucilaginosa  31/M anemia sierpowata  FLZ p. o., T/N wyleczony Neofytos
VRZ p. o. 2007 [155]
R. glutinis 20/K toczen rumieniowaty brak zmart Pamidimukkal
a 2007 [166]
R. glutinis 54/M przeszczep watroby MFQG, T/T zmart Riedel 2007
+ C. glabrata hepatitis HBV inertki VRZ1i.v., [192]

kigbuszkowe zapalenie
nerek, CMV, zap.
jelita Clostridium
difficile, abt,

profilaktyka FLZ
R. mucilaginosa 6/K ZPJ, abt lipoAMB T/T wyleczony  Alvarez 2008
(4]
R. mucilaginosa AML, profilaktyka ITZ, T/T wyleczony Garcia-Suarez
FLZ AMB 2010 [73]

K — kobieta; M — megzczyzna; T — tak; N — nie; ALL — ostra biataczka limfatyczna; AML — ostra biataczka
szpikowa; CML — przewlekta biataczka szpikowa; OUN — osrodkowy uktad nerwowy; ZPJ — zywienie
pozajelitowe; abt — antybiotykoterapia; amt — antymikotykoterapia; cht — chemioterapia; S5FC -
5-fluorocytozyna; AMB — amfoterycyna B; FLZ — flukonazol; ITZ — itrakonazol; KTZ — ketokonazol;
MCZ — mikonazol; MFG — mikafungina; VRZ — worikonazol; lipoAMB — liposomalna posta¢ AMB; i. v. —
dozylnie; p. 0. — doustnie

* Naveh i wsp. powoluje si¢ na przypadek endocarditis opisany w pracy Cherubin i Neu 1971 [44], ktory nie
zostal ujety w tabeli.
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Tabela 2.2: Przypadki zakazen OUN wywolane przez Rhodotorula sp.

Gatunek Pacjent Czynnik Terapia Zejscie Pozycja
lat/ptec ryzyka pisSmiennictwa
R. mucilaginosa 21/M ALL AMB zmart Pore 1976 [181]
R. mucilaginosa 32/K oponiak, SFC wyleczony Donald 1988 [62]
operacja
R. mucilaginosa 39/M HIV(+) S5FC wyleczony  Gyaurgieva 1996 [84]
ITZ wyleczony
R. mucilaginosa 65/M AIDS MCZ zmart Ahmed 1998 [1]
R. mucilaginosa 13/M nerwiak MCZ wyleczony Huttova 1998 [95]
ptodowy
R. glutinis 69/M brak (wiek) AMBIi.v. wyleczony Lanzafame 2001[123]
R. mucilaginosa 30/M HIV(+) AMB 1. v. zmart Thakur 2007 [229]
SFCi.v.
R. mucilaginosa 36/M HIV(+) AMBi.v., wyleczony Bardakur 2008 [11]
ITZ p. o.
R. glutinis 35M HIV(+) AMB wyleczony Shinde 2008 [217]
R. mucilaginosa 53/M ? brak zmart Elias 2009 [65]

K — kobieta; M — m¢zezyzna; T — tak; N — nie; ALL — ostra bialaczka limfatyczna; SFC — 5-fluorocytozyna;
AMB - amfoterycyna B; ITZ — itrakonazol; MCZ — mikonazol; i. v. — dozylnie; p. 0. — doustnie
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Tabela 2.3: Przypadki zapalenia otrzewnej w wyniku zakazenia Rhodotorula sp.

Gatunek Pacjent Czynnik ryzyka Terapia Usunigcie  Zejscie Pozycja
lat/ptec cewnika pisSmiennictwa
R. mucilaginosa  16/M  przewlekla NN, abt AMB i. perit. T wyleczony Eisenberg
1983 [63]
R. mucilaginosa  50/M cukrzyca, abt AMB 1i. perit. T wyleczony Eisenberg
1983 [63]
R. mucilaginosa  59/M brak, abt AMB . perit. T zmart Eisenberg
1983 [63]
Rhodotorula sp.  70/M przewlekte SFC i. perit. N wyleczony Honkanen
ktebuszkowe (oporno$¢) 1983 [91]
zapalenie nerek, =~ AMB i. perit.
czgste bakteryjne (opornosc)
zap. otrzewnej z abt
R. mucilaginosa  31/M  terminalna postac KTZ p. 0., N wyleczony Lueng
NN S5FCp.o. 1983 [127]
R. mucilaginosa ? ? ? ? ? Benevent 1985
[16]
R. glutinis 47M przewlekta NN SFC T wyleczony Wood
1985 [246]
R. mucilaginosa dziecko ? ? ? ? Wong 1988
[245]
R. minuta 50/K mocznica, AMB i. perit. N wyleczony Lee
obustronna marskos¢ 1995 [124]
nerek, abt
R. mucilaginosa  37/K  HIV(+), przewlekla ~AMB . v. T wyleczony Pennington
NN 1995 [173]
R. glutinis + 50M 7 lat ciagta FLZ, T wyleczony Asim
C. parapsilosis ambulatoryjna SFCi. v. 1999 [9]
dializa otrzewnowa  AMB 1. v.
R. mucilaginosa ~ 69/M NN z powodu KTZ p. o. N wyleczony de Zoysa
glomerulopatii, 2001 [59]
przedziurawienie
worka
dializacyjnego
R. mucilaginosa ? ? ? ? ? Bibashi 2003
[17]
R. mucilaginosa  nowo- bezdech ? ? ? Hong 2003 [90]
rodek noworodkowy
R. mucilaginosa ? ? ? T ? Chen 2004 [41]
R. mucilaginosa  4/K terminalna postac FLZ T wyleczony Soylu
NN AMB 2004 [223]
R. mucilaginosa ~ 69/M terminalna posta¢  FLZ i. perit. T wyleczony Sequeira
NN, wtorna do AMB 1. v. 2005 [214]
nefropatii
cukrzycowej
Rhodotorula sp.  62/M  przeszczep watroby AMB, T zmart Alothman
z powodu HCV lipoAMB 2006 [3]
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Gatunek Pacjent Czynnik ryzyka Terapia Usunigcie  Zejscie Pozycja
lat/ptec cewnika pisSmiennictwa

R. mucilaginosa  3,3/M abt, FLZ p. 0., T wyleczony Raaijmakers
SFC i. perit., [185]
KTZ i. perit.

R. mucilaginosa ? cukrzyca, przewlekta AMB i. v. T ? Rosa 2007 [197]

NN
R. mucilaginosa ? ? ? ? ? Unal 2009 [235]

M - mgzczyzna; F — kobieta; T — tak; N — nie; NN — niewydolnos¢ nerek; SFC — 5-fluorocytozyna; AMB —
amfoterycyna B; FLZ — flukonazol; KTZ — ketokonazol; abt — antybiotykoterapia; lipoAMB — liposomalna
postaé AMB; i. v. — dozylnie; p. o. - doustnie; i. perit. — dootrzewnowo
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Tabela 2.4: Zakazenia oka wywolane Rhodotorula sp.

Gatunek Pacjent Jednostka Czynnik Terapia Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ chorobowa ryzyka pisSmiennictwa
Rhodotorula sp. ? keratitis ? keratoplastyka wyleczony = Wawer 1965
[242]
R. mucilaginosa  29/K keratitis brak AMB m., wyleczony Romano
NYS 1973 [196]
R. mucilaginosa ~ 29/M keratitis brak NYS m., wyleczony Segal
AMB m., 1975 [212]
NYS p. o.
R. glutinis 40/M keratitis uraz oka, abt,  przeszczep wyleczony Casolari
amt rogowki, 1992 [37]
AMB m.,
AMB sys.,
S5FC
R. minuta 71/K  endophthalmitis  operacja z KET witrektomia Gregory
powodu 1992 [82]
AMD
R. glutinis 40/M keratitis uraz oka, przeszczep  wyleczony Guerra
zapalenie,  rogowki, leki 1992 [83]
abt, amt miejscowe
(S5FCi
AMB)
R. mucilaginosa ~ 50/M dacryocystitis brak, MCZ, NTM wycigcie Muralidhar
(keratitis) zapalenie woreczka 1995 [151]
woreczka Izowego
Izowego,
uraz oka
Rhodotorula sp. 55/M keratitis przeszczep NTM m., usunigcie Panda
rogowki AMB m. przeszczepu 1999 [167]
R. minuta 27/M  endophthalmitis HCV,leki ~ AMBi. vitr. witrektomia Pinna
+ C. albicans KET p. o. 2001 [179]
R. mucilaginosa  26/M  endophthalmitis HIV(+), AMB i. v. usunigcie Merkur
AIDS AMB 1. vitr. oka 2002 [147]
Rhodotorula sp. 63/K keratitis brak AMB m. wyleczony Bawazeer
2003 [15]
R. mucilaginosa ~ 78/M keratitis przeszczep AMB sys.im. wyleczony Lisfitz
rogowki 2005 [130]

K — kobieta; M — m¢zczyzna; T — tak; N — nie; AMD — zwyrodnieni plamki zoéltej zwiazane z wiekiem; SFC
— 5-fluorocytozyna; AMB — amfoterycyna B; MCZ — mikonazol; NTM — natamycyna; NYS — nystatyna;
abt — antybiotykoterapia; amt — antymikotykoterapia; i. vitr. — do ciata szklistego; m. — miejscowo; p. 0. —

doustnie; sys. — systemowo
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Tabela 2.5: Inne zakazenia wywolane Rhodotorula sp*.

Gatunek Pacjent Jednostka Czynnik ryzyka  Terapia  Zejscie Pozycja
wiek/pte¢ chorobowa pisSmiennictwa
R. glutinis 24/K wodniak poronienia, ? ? Gogate
jajowodu zapalenie sromu i 1987 [77]
pochwy
R. mucilaginosa ~ 32/M zmiana skorna HIV+ NYS m. wyleczony da Silva
w pachwinie 2001 [54]
R. minuta zakazenie protezy artroplastyka AMB  wyleczony Cutrona
stawu 2002 [52]
biodrowego
R. minuta 60/K zakazenie stawu cukrzyca, FLZ  wyleczony Cerikcioglu
biodrowego rak macicy 2005 [38]

w wywiadzie,
zakazenie stawu
C. albicans oraz
bakteryjne, abt,

ateroplastyka
R. mucilaginosa  45/M owrzodzenia AIDS ITR  wyleczony Kaur
jamy ustnej 2007 [103]
R. mucilaginosa zakazenie koS$ci niezrastajace sig¢ AMB  wyleczony Goyal
udowej, ztamanie ko$ci 1. V. 2008 [80]
osteomyelitis udowej, abt,
zlekcewazenie
etiologicznej roli
Rhodotorula
R. mucilaginosa 41/K  zakazenie protezy HIV(+) wypadek, lipoAM wyleczony Savini
ko$ci udowej ztamanie koS$ci B 2008 [208]
udowej
wszczepienie
implantu
R. mucilaginosa 57M grzybica brak ? ? da Cunha
paznokci 2009 [53]
R. mucilaginosa 2™ zapalenie stawu brak ? ? Bush
biodrowego, 2009 [29]
zapalenie szpiku
R. mucilaginosa ~ 46/M lymphoadenitis AIDS, przebyte ITR  wyleczony Fung
Toxoplasma p. o. 2009 [69]
encephalitis

K — kobieta; M — mgzczyzna; T — tak; N — nie; AMB — amfoterycyna B; FLZ — flukonazol; ITR —
itrakonazol; NYS — nystatyna; abt — antybiotykoterapia; lipopAMB — liposomalna AMB; i. v. — dozylnie;
m. — miejscowo; p. 0. — doustnie

* istnieje opis oesophagitis wywotanego przez R. mucilaginosa [250], opis gruzlicy kosci z koinfekcja

R. minuta [230], a takze zapalenia pgcherzykéow plucnych [218]. Jednakze ze wzgledu na to, ze autor nie
dotart do szczego6tow tych przypadkow, nie zostaly one umieszczone w tabeli.

22



DANE z PISMIENNICTWA

2.3 Biotypowanie

W literaturze tematu znalez¢é mozna wiele metod typowania szczepow drozdzy (gtownie
C. albicans). Sa to metody oparte na morfotypie kolonii, opornosci na rézne substancje
chemiczne, enzymogramach i auksanogramach, a takze bardziej zaawansowane techniki

typowania genetycznego tzw. metody PCR-fingerprinting.

Najprostszym sposobem typowania szczepoéw drozdzy jest morfotypowanie.
Polega ono na ocenie wygladu kolonii na podlozu MEA. Oceniany jest ich brzeg
i powierzchnia [176, 94]. Metoda pomimo prostoty cechuje si¢ wysokim wskaznikiem
réznicowania (dyskryminacji) [76, 164].

Jedna z najwcze$niej wprowadzonych metod fenotypowania drozdzy jest
serotypowanie oparte na metodzie aglutynacji. Serotypowanie zostalo opracowane
najlepiej dla C. neoformans i C. albicans, jednak nie pozwala na doktadne rozrdéznienie

szczepow w celach epidemiologicznych [222].

W typowaniu opartym o auksanogram wykorzystuje si¢ wewnatrzgatunkowe
réznice w zdolnosci do asymilacji réoznych zwiazkow organicznych. W zaleznosci od
zastosowanych zwiazkéw sa rozne wariacje tej] metody. Dosy¢ popularne jest typowanie
szczepow C. albicans na podstawie auksanogramoéw testu API 20C AUX (bioMerieux)
[28, 118, 244]

Rezystogramy, czyli profile wrazliwosci szczepéw drozdzy na réznego rodzaju
zwiazki zapoczatkowane zostalty praca Warnocka i wsp. [240]. Wykorzystat on do
typowania szczepdw C. albicans migdzy innymi zielen malachitowa, kwas borowy
1 siarczan miedzi. Typowanie w oparciu o rezystogramy wykorzystywane bylo z licznymi

modyfikacjami przez szereg autorow [28, 93, 162].

Kolejnym sposobem typowania jest, najbardziej rozpowszechniony w badaniach
polskich naukowcow, sposob rdéznicowania szczepow na podstawie enzymogramow testu
API ZYM firmy BioMerieux [195]. Metoda zostata rozpowszechniona przez Williamsona
1 wsp., ktérzy dla C. albicans stwierdzili 8 biotypoéw (A, B, C, D, E, F, G, H) na podstawie
aktywnosci pigciu z 19 dostepnych w tescie enzymow: esterazy, arylamidazy walinowej,
fosfohydrolazy naftolowej, a-glukozydazy 1 N-acetylo-B-glukozyloamidazy [243].

W badaniach na wigkszej iloSci szczepow Kurnatowska 1 Kurnatowski rozszerzyli
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klasyfikacje o kolejne biotypy I-N [117], a nastepnie Krajewska-Kutak dodata do

istniejacych kolejne oznaczone literami O-T [109].

Metoda biotypowania w oparciu o enzymogramy zostata réwniez zastosowana
przez Ruiz-Aragon i wsp. dla szczepdw R. glutinis. Dokonali oni podziatu szczepow ze
wzgledu na aktywnos$¢ enzyméw testu API ZYM: arylamidazy cystyny, B-glukozydazy,
N-acetylo-B-glukozyloaminidazy [200].

Oprocz opisanych powyzej metod fenotypowania szczepéw drozdzy istnieja
techniki oparte na analizie DNA — genotypowanie. Ponizej przedstawiono
najpowszechniejsze metody z uwzglednieniem wykorzystania ich dla szczepow

Rhodotorula sp.

Elektroforeza w pulsacyjnym polu elektrycznym (PFGE, pulsed field gel
electrophoresis) jest to metoda elektroforetycznego kariotypowania. Rozdziat
elektroforetyczny DNA jadrowego nast¢puje w zmiennych, pulsujacych, prostopadtych do
siebie polach elektrycznych. W czasie rozdzialu czasteczki DNA zmieniaja potozenie
w zaleznosci od orientacji pola. Czasteczki, ktorych czas zmiany orientacji jest dluzszy od
trwania impulsu elektrycznego, rozdzielaja si¢ wedlug masy. Metoda ta zostala
wykorzystana do kariotypowania klinicznych szczepéw R. mucilaginosa. Okazala sig
zgodna ztypowaniem RAPD 1 auksanogramem, jednakze mata ilo§¢ przebadanych
szczepow (6 izolatdéw) nie pozwala na uogolnienie tej obserwacji [207]. Wadami tej
metody sa klopotliwe przygotowywanie probki, dtugi czas wykonywania oraz jej wysoki
koszt [222].

Jedna z metod badania ,,genetycznych odciskow palcéw” (DNA-fingerprinting) jest
technika analizy polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych — RFLP (Restriction
fragment length polymorphism). Pokrdétce polega ona na wyizolowaniu DNA ze
sferoplastow™, pocieciu go na fragmenty przez jedna lub kilka endonukleaz i rozdziale
elektroforetycznym powstalych fragmentow na zelu agarozowym. Metoda ta byla
wykorzystywana do typowania szczepow grzybow z rodzaju Candida, Cr. neoformans,

Histoplasma capsulatum, Aspergillus fumigatus oraz wielu innych [241, 222].

Najbardziej popularna w typowaniu patogennych grzyboéw jest metoda RAPD
(Randomly Amplified Polimorphic DNA — losowa amplifikacja polimorficznego DNA)
[193, 222]. Metoda polega na uzyciu krétkiego startera przylaczajacego si¢ w losowych

*  Sferoplast — komorka, z ktorej zostala usunigta $ciana komorkowa. W przypadku grzybow najczesciej
poprzez dzialanie zymolazy.
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miejscach analizowanego DNA. Po zakonczeniu reakcji dokonuje si¢ rozdziatu
elektroforetycznego powielonych fragmentow, uzyskujac wzor prazkéw specyficzny dla
danego szczepu. RAPD zostalo uzyte przez Hsueh i wsp. [92] w celu wykazania
identycznosci szczepodw R. glutinis izolowanych od pacjenta z fungemia wywotana przez
ten grzyb oraz przez Saracli i wsp. [207] jako metoda referencyjna dla typowania metoda

PFGE.

2.4 Determinanty patogennosci grzybow
chorobotworczych

Mianem determinant patogennosci okreslano cechy, ktore wyznaczaja zdolnosé¢
mikroorganizmu do wywotywania choroby, ale same w sobie nie sa wymagane do jego
zywotno$ci [247]. Henderson 1 wsp. definiuja determinanty patogenno$ci jako skladowe
patogenow, ktore powoduja uszkodzenie w organizmie gospodarza®; moga tu by¢
wlaczane czynniki zyciowo wazne dla drobnoustrojow [89]. Definicje te nie uwzgledniaja
jednak roli podatno$ci gospodarza na zakazenie, wskazujac, ze odpowiedzialne za rozwoj
choroby sa tylko wilasciwosci patogenu. Wedtug tych definicji patogenami sa tylko te
organizmy, ktéore wywoluja choroby u zdrowych oséb, a nie sa patogenami
mikroorganizmy oportunistyczne, czy tez komensaliczne, ktore sa zdolne tylko do
zakazania gospodarzy z zaburzeniami uktadu odporno$ciowego.

Casadevall 1 Pirofski [35] zaproponowali nowa definicj¢ patogennosci
i determinant patogennosci dla mikroorganizmoéw uwzgledniajaca stan  obrony
immunologicznej gospodarza. Patogenno$¢ danego mikroorganizmu zostata wyrazona jako
wielko$§¢ uszkodzen, jakie powodowane sa przez sam drobnoustrdj oraz uklad

odpornosciowy w odpowiedzi na patogen. Wyrdznili 6 klas patogendw:

* Uszkodzenia w organizmie gospodarza w tym przypadku sa szerokim pojgciem obejmujacym zmiany

wywalane przez zakazenie mogace dotyczy¢ komorek, tkanek oraz organow. Uszkodzenia na poziomie
komoérkowym obejmuja nekrozg, apoptozg i transformacje nowotworowa. Uszkodzenia na poziomie
tkanek i organow obejmuja zapalenie ziarniniakowe, zwtoknienie w nastgpstwie przewlektego zapalenia
i guzy [35].
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Klasa I: mikroorganizmy, ktére powoduja uszkodzenia tylko w sytuacji stabej odpowiedzi
immunologicznej — powszechnie okreslane jako oportunistyczne lub komensaliczne,
niepowodujace uszkodzen w organizmach z niezaburzona odpowiedzia immunologiczna
np. Pneumocystis jirovecii — uszkodzenia zwiazane sa z odpowiedzia gospodarza, czy
Pseudallescheria boydii — uszkodzenie zwiazane glownie ze wzrostem patogenu
w tkankach gospodarza.

Klasa II: mikroorganizmy, ktore powoduja uszkodzenia zaré6wno u pacjentdow z obnizona
odporno$cia, jak i w warunkach normalnej odpowiedzi immunologicznej, przy czym
w przypadku obnizonej odpornosci zakazenia wystepuja czesciej np. C. albicans,
Cr. neoformans.

Klasa III: mikroorganizmy, ktore powoduja uszkodzenia zar6wno przy ostabionej, jak
i normalnej odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Przy czym w obu przypadkach
posta¢ zakazenia jest podobna, co odroznia te klas¢ od klasy II. Przyktadem jest tu
Histoplasma capsulatum.

Klasa IV: mikroorganizmy, ktére powoduja wigksze uszkodzenia w ekstremach
odpowiedzi immunologicznej, to znaczy w przypadku ostabionej odpornosci lub
w przypadku nadreaktywnos$ci uktadu immunologicznego. Przykladem jest tutaj
Aspergillus fumigatus.

Klasa V: mikroorganizmy, ktére powoduja uszkodzenia w kazdym stanie uktadu
odpornosci, ale najwigksze w przypadku nadreaktywnosci uktadu immunologicznego
gospodarza. Przyktadem sa zakazenia Shigella sp. 1 Campylobacter sp., ktére sa
najczeséciej chorobami niepowodujacymi stalych zmian, ale w przypadku wzmozonej
odpowiedzi immunologicznej moze rozwinac¢ si¢ w ich nastgpstwie syndrom Reitera.
Klasa VI: mikroorganizmy, ktéore powoduja uszkodzenia tylko w przypadku silnej
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Jest to klasa teoretyczna. Najblizej speinienia
jej kryteriow jest Helicobacter pylori. Zakazenie tym gatunkiem u wigkszo$ci osob jest
asymptomatyczne, jednak u niektorych prowadzi do rozwinigcia si¢ wrzodow

1 w konsekwencji do nowotworzenia.
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Rycina 2.5: Klasy patogennos$ci mikroorganizmow.

Patogenno$¢ przedstawiona jako funkcja poziomu uszkodzen i odpowiedzi immunologicznej gospodarza - na
podstawie pracy Casadevall i Pirofski [35].

Dla patogenoéw grzybiczych stan obrony immunologicznej gospodarza jest gldéwna
determinanta decydujaca o przebiegu 1 wyleczeniu grzybicy [35]. Wszystkie
chorobotworcze grzyby sa pasozytami fakultatywnymi (okoliczno$ciowymi), tzn., ze do
rozmnazania i wzrostu nie wymagaja obecnosci gospodarza. Posiadaja nisze ekologiczne
zlokalizowane przewaznie w glebie albo na roslinach i utrzymuja jednoczes$nie zdolno$¢
do infekowania zwierzat lub ludzi [36].

Okre$lenie determinant patogennos$ci mikroorganizméw z klasy 1 wedlug
przedstawionego powyzej podzialu stanowi pewien problem interpretacyjny, gdyz wydaje
sig, ze kluczowa rol¢ w tych zakazeniach odgrywa kondycja gospodarza. Cztowiek
stanowi ztozony ekosystem, w ktorym, w stanie fizjologii, panuje homeostaza w uktadzie
grzyb — uklad odpornosci. W przypadku zaburzenia tego uktadu, najczesciej poprzez
niedobor odpornosci, rzadziej poprzez nadekspresje cech determinujacych patogenno$¢
grzyboéw, dochodzi do rozwinigcia grzybicy. Sa jednak grzyby, np. Trichothecium roseum
oraz wigkszo$¢ podstawczakdw, ktore bytuja w sSrodowisku czlowieka, ale nigdy nie byty
opisywane jako patogeny, nawet u pacjentow z uposledzonym uktadem odpornosci.

Sugeruje to, ze nawet patogeny o matej wirulencji, musza posiada¢ minimalny zestaw cech
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determinujacych ich patogennos$¢, ktoéry pozwala im na wnikanie i namnazanie si¢ w ciele
gospodarza.

Nie ma badan na temat determinant patogennos$ci Rhodotorula. Jednakze niniejsza
pracg mozna wpisa¢ w szersze ramy badan nad determinantami patogennosci grzybow
oportunistycznych przedstawionych m.in. w pracach Pedroso i wsp. nad cechami
gatunkoéw z rodzaju Cryptococcus innych niz Cr. neoformans/gatti [171, 172], pracach na
temat patogennych szczepdw Saccharomyces cerevisiae [48, 144, 143], a takze w pracy

poréwnujacej patogenne i saprofityczne szczepy Trichoderma longibrachiatum [8].

Istnieje kilka typow determinant patogennosci. Sa to migdzy innymi egzotoksyny,
moduliny odpowiedzialne za wywolanie odpowiedzi zapalnej, enzymy — szczegdlnie
enzymy majace aktywnos¢ wobec zwiazkow wystepujacych w organizmie gospodarza:
proteazy, neurominidazy 1 fosfolipazy, a takze ureaza, adhezyny, zdolno$¢ do ruchu,
tworzenie otoczek, zdolno$¢ inaktywowania uktadu dopelniacza, niektore barwniki np.
melanina, pyocyjanina, mechanizmy indukujace apoptoze¢, zdolno$¢ tworzenia biofilmu,
przyswajanie zelaza, zdolno$¢ do przezywania w komorkach gospodarza. Za determinantg
patogennosci mozna rowniez uzna¢ zdolno$¢ do przezywania w temperaturze ciala
gospodarza, czy przejscie z fazy drozdzowej do mycelialnej u grzybow dimorficznych
[34].

U C. albicans patogenno$¢ zwiazana jest przede wszystkim z adhezynami
pozwalajacymi na przyleganie komodrek drozdzy do komorek gospodarza, zdolno$cia do
zmiany morfologii (ang. phenotype switching) z fazy pojedynczych komorek drozdzy do
postaci  strzgpkowej, wydzielanie proteazy aspartylowej 1 fosfolipaz [32].
U Cr. neoformans jako czynniki determinujace patogennos$¢ wymienia si¢: wytworzenie
polisacharydowej otoczki, wytwarzanie melaniny, wzrost w temperaturze 37°C oraz
produkcj¢ egzoenzymoédw takich jak proteinazy i fosfolipazy [33].

W  przypadku gatunkow Rhodotorula mozna posrednio, poprzez analogi¢
z grzybami o potwierdzonej chorobotwdrczosci, wnioskowa¢ o niektorych cechach
determinujacych ich patogenno$¢. W niniejszej pracy oceniono determinanty patogennosci,
ktére najprawdopodobniej sa odpowiedzialne za zdolno$¢ Rhodotorula do powodowania

uszkodzen w organizmie gospodarza.
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3 CEL PRACY

Celem niniejszej rozprawy jest proba znalezienia odpowiedzi na pytanie, jakie cechy
posiada Rhodotorula sp. pozwalajace na wywotanie zakazen. A takze, dlaczego pomimo
powszechno$ci wystepowania Rhodotorula w $rodowisku czlowieka, grzyb ten jest
sporadycznie odpowiedzialny za infekcje.
W celu pehiejszego poznania natury zakazen Rhodotorula podjeta zostata proba
odpowiedzi na nastgpujace problemy:
1) Jaki gatunek dominuje w zakazeniach i w ontocenozie cztowieka?
2) Jakie 1 z jaka czgstoscia z wybranych determinant patogenno$ci wystepuja
u drozdzy Rhodotorula?
3) W jakim stopniu Rhodotorula sp. rézni si¢ od C. albicans w ,ekspresji”

determinant patogennosci?
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4 MATERIAL I METODY

4.1 Badane szczepy

Do badan wykorzystano szczepy Rhodotorula sp. izolowane od pacjentdw oraz z probek
ze srodowiska badanych w Zaktadzie Mykologii UJ-CM w okresie od pazdziernika 2007
do stycznia 2010. Za grupg kontrolna postuzyly szczepy Candida albicans pochodzace

z tego samego zrddla.

4.1.1 Izolacja i identyfikacja

Grzyby byly izolowane na standardowym podtozu SGA z chloramfenikolem. Identyfikacji
dokonywano na podstawie cech morfologicznych kolonii i komoérek, a takze na podstawie
zdolnosci do asymilacji okre§lonych zwiazkéw weglowych (test API 20C AUX).
Dodatkowo wykonywano test zdolnosci do asymilacji azotanow, w celu rdéznicowania

gatunkow R. glutinis i R. mucilaginosa.

Rycina 4.1: Wynik testu asymilacji azotanéw dla przykladowych
szczepOow Rhodotorula.

K+ - kontrola dodatnia z Candida magnoliae, K- - kontrola ujemna niezaszczepiony
skos, "-"" - szczepy nieasymilujace azotandw, "+" - szczepy asymilujace azotany.
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4.1.2 Przechowywanie szczepow

Szczepy przechowywano w temperaturze 4°C, okresowo przesiewajac na odpowiednie

podioza.

4.1.3 Biotypowanie

Typowanie enzymatyczne wykonane zostalo na podstawie uzyskanych profili
enzymatycznych w teScie API ZYM (por. rozdziat: 4.3.1 Aktywno$¢ enzymow
hydrolitycznych). W celu znalezienia podobienstw uzyskanych profili postuzono sig

statystyczna metoda klasteryzacji.

4.2 Badanie tolerancji temperatury

W celu okreslenia zdolnosci do przezycia i wzrostu w temperaturze ciata czlowieka

badanych szczepow:
1) Przygotowywano zawiesing drozdzy o ggstoscil w skali McFarlanda;
2) 5 pl zawiesiny zaszczepiano 3 ml podtoza YNB i 1 ml surowicy bydlgcej;
3) Podloza inkubowano przez 5 dni w temperaturze 37°C;

4) Oceniano wzrost poprzez pomiar gestosci (nefelometrycznie - gestoSciomierzem)
oraz poprzez wysianie na podtoze state i okreslenie ilosci wyrostych kolonii

(okreslenie liczby cfu/ml).
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4.3 Aktywnosé enzymatyczna

Do oznaczenia aktywno$ci enzymow na podlozach stalych obliczany byt
wspotczynnik $rednicy kolonii do $rednicy powstalej w wyniku dzialania enzymu strefy

precypitacji/przejasnienia wedtug ponizszego wzoru:

_ O kolonii

Pe= G strefy

Jak mozna zauwazy¢ wyzsze warto$ci wspolczynnika oznaczaja mniejsza aktywno$é

enzymu.

@ kol. |@ strefy

Rycina 4.2: Sposéb wyznaczania wartosci Pz.

Warto$¢ Pz wyznacza si¢ w oparciu o wyniki pomiaru s$rednicy strefy
precypitacji/przejasnienia i §rednicy kolonii [182].

4.3.1 Aktywnos$¢ enzymow hydrolitycznych testu API ZYM

Aktywnosci enzymow hydrolitycznych oznaczona zostata przy uzyciu testu paskowego

API ZYM firmy bioM¢érieux. Zawarte w tescie enzymy przedstawiono w tabeli 4.1.

1) Szczepy wstgpnie hodowano na podiozu SGA przez 3 dni w temperaturze 27°C.
2) Sporzadzano zawiesing o ggstosci 5 w skali McFarlanda.
3) Naktadano po 65 pl zawiesiny do kazdego dotka testu.

4) Po nakropieniu inkubowano test przez 4 godziny w 37°C.
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5) Do kazdego dotka dodano po kropli odczynnika ZYM A.

6) Do kazdego dotka dodano po kropli odczynnika ZYM B.

7) Odczytu dokonywano wizualnie, w razie potrzeby naswietlajac paski.

8) Wyniki przedstawiano w 6 punktowej skali (0 - 5) w zalezno$ci od intensywnosci

reakcji.

Tabela 4.1: Enzymy i ich substraty w tescie API ZYM firmy BioMérieux

Oznaczenie Enzym badany Substrat

el kontrola ujemna brak

e2 fosfataza zasadowa 2-naftylofosforan

e3 esteraza (C4) 2-naftylomaslan

ed lipaza-esteraza(C8) 2-naftylokapronian

e5 lipaza (C14) 2-naftylomirystylan

e6 arylamidaza leucyny L-leucylo-2-naftyloamid

e7 arylamidaza waliny L-walinylo-2-naftyloamid

e8 arylamidaza cystyny L-cystynylo-2-naftyloamid

e9 trypsyna N-benzylo-DL-arginino-2-naftyloamid
el0 chymotrypsyna N-glutarylo-fenyloalanino-2-naftyloamid
ell fosfataza kwasna 2-naftylofosforan
el2 fosfohydrolaza naftolu fosforan-AS-Bl-naftolu
el3 a-galaktozydaza 6-Br-2-naftylo-a-D-galaktopiranoza
el4 B-galaktozydaza 2-naftylo-B-D-glukopiranoza
els B-glukoronidaza Naftolu-AS-BI-B-D-glukoronid
el6 a-glukozydaza 2-naftylo-a-D-glukopiranoza
el7 B-glukozydaza 6-Br-2-naftylo-B-glukopiranoza
el8 N-acetylo-B-glukozyloamidaza 1-naftylo-N-acetylo-B-D-glukozyloamid
el9 a-mannozydaza 6-Br-2-naftylo-a-D-mannopiranoza
e20 a-fukozydaza 2-naftylo-a-L-fukopiranoza
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4.3.2

Aktywnos¢ fosfolipazy

Aktywnos¢ fosfolipazy oznaczona zostata metoda wedhlug Price 1 wsp. [182] z modyfikacja

Samaranayake 1 wsp. [204]:

1)
2)

3)
4)
5)

Szczepy byly wstepnie hodowane na podtozu SGA z chloramfenikolem.

Z tych szczepdw sporzadzono zawiesiny o gestosci 1 w skali McFarlanda (1-2x10°
cfu/pl).

1 pul zawiesiny nanoszono punktowo na podtoze EYA w dwodch powtdrzeniach.
Plytki inkubowano w odwroconej pozycji przez 10 dni w temperaturze 27 1 37° C.
Odczytu dokonywano poprzez pomiar Srednicy precypitacji 1 $rednicy kolonii.
Wyniki wyrazone zostaly wspotczynnikiem P, = $rednica kolonii/$rednica

precypitacji wraz ze $rednica kolonii.

Zasada metody oparta jest na inkorporacji do podtoza zoéttka, ktore zawiera duza

ilos¢ fosfolipidow 1 fosfatydyloetanoloaming. W czasie wzrostu szczepy wykazujace

aktywnos$¢ fosfolipolityczna tworza wyrazng biata strefe wokot kolonii (por. rycina 5.14).

Pojawianie si¢ strefy jest spowodowane najprawdopodobniej powstawaniem kompleksow

— mydel — kwasow thuszczowych uwolnionych dzialaniem fosfolipazy z wapniem

zawartym w podtozu [75].

4.3-3

Aktywnos¢ proteinazy

Aktywnos¢ proteinazy kwasnej badano metoda wedtug Staiba [226] z modyfikacjami.

1)

2)
3)

4)

Sporzadzano zawiesing z 3-5 dniowych kolonii drozdzy o ggstosci 1 w skali

McFarlanda.
1ul zawiesiny naktadano punktowo na podtoze BSAA w dwéch powtdrzeniach.

Zaszczepione ptytki inkubowano w odwroconej pozycji przez 10 dni

w temperaturze 27 1 37°C.

Po inkubacji ptytki utrwalano 20% TCA przez 20 min.
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5) Po wyschnigciu ptytek dokonywano pomiaru strefy przejasnienia.
6) Wyniki zapisywano w postaci stosunku $rednicy kolonii do $rednicy przejasnienia

(wartos¢ P,).

Do podioza inkorporowana jest albumina bydlgeca. Wzrastajace szczepy poprzez
dziatanie proteinazy trawia biatko, przez co powstaje wokot kolonii strefa przejasnienia.
Lepsze uwidocznienie strefy dokonuje si¢ poprzez denaturacje niestrawionego biatka
w podtozu za pomoca kwasu trichlorooctowego (TCA). Dodatkowo mozna wybarwic¢

ptytki czernia amidowa lub bigkitem Comassiego.

4.3.4 Aktywnosé¢ lipazy

W badaniu aktywnosci lipazy wykorzystano podloze z mieszaning réwnej objgtosci estrow
polioksyetylenu i wyzszych kwasoéw thuszczowych — polisorbatéw dostgpnych pod
komercyjna nazwa Tween. Byly to: ester polioksyetylenu sorbitanowego kwasu
thuszczowego laurowego (polisorbat 20, Tween 20), ester polioksyetylenu sorbitanowego
kwasu tluszczowego palmitynowego (polisorbat 40, Tween 40), ester polioksyetylenu
sorbitanowego kwasu thuszczowego monostearynowego (polisorbat 60, Tween 60), ester
polioksyetylenu sorbitanowego kwasu tluszczowego oleinowego (polisorbat 80, Tween

80). Podloze to pozwala na okreslenie aktywnosci acylhydrolazy (lipazy) triacyloglicerolu.

Wykonanie oznaczenia przedstawia si¢ nastgpujaco:

1) Szczepy byly wstgpnie hodowano na podtozu SGA z chloramfenikolem.

2) Z tych szczepdw sporzadzono zawiesiny o gestosci 1 McFarlanda.

3) 1 ul zawiesiny nanoszono punktowo na podtoze z mieszaning Tweenow w dwoch
powtorzeniach.

4) Ptytki inkubowano w odwroconej pozycji przez 10 dni w temperaturze 27 i 37°C.

5) Odczytu dokonywano poprzez pomiar Srednicy precypitacji 1 $rednicy kolonii.
Wyniki wyrazone zostaly wspolczynnikiem P, = S$rednica kolonii/$rednica

precypitacji wraz ze §rednicg kolonii.
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Uwolnione w wyniku dziatania enzymu kwasy tluszczowe tworza kompleksy z zawartym
w podiozu jonami wapnia. Wytracaja si¢ sole (mydta) w postaci strefy precypitacji wokot

kolonii.

4.4 Ocena wystepowania dimorfizmu drozdzowo-
mycelialnego

Zdolno$¢ wystepowania grzybow z rodzaju Rhodotorula w dwoch postaciach: drozdzowe;j

1 strzgpkowej oceniano w surowicy krwi bydlecej. W tym celu:

1) Grzyby wstgpnie hodowano na podtozu SGA.

2) Sporzadzano zawiesing o ggstosci 1 w skali McFarlanda.

3) 5 ul zawiesiny przenoszono do probowek z 1 ml surowicy bydlece;.
4) Zaszczepiong surowicg inkubowano przez 5 dni.

5) Komorki zbierano poprzez wirowanie i dekantacje¢ supernatantu.

6) Powstaly osad wytrzasano z resztka niezlanej surowicy.

7) Sporzadzano preparat niebarwiony — oceniano wystgpowanie form strzgpkowych.

4.5 Tworzenie otoczek

W celu stwierdzenia tworzenia otoczek szczepy Rhodotorula sp. hodowano w specjalnych
podtozach indukujacych tworzenie otoczek wedlug metod podanych przez Zaragoza

1 Casadevall [252].

1) Szczepy wstgpnie hodowano na podtozu SGA przez 3-5 dni.

2) Z hodowli pobierano oczko ezy i zaszczepiano odpowiednie podioze:
a) LIM,
b) dziesigciokrotnie rozcienczone SGB,

c) surowice bydleca,
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3)
4)

Podtoza inkubowano przez 7 dni w temperaturze 27°C.
Okresowo wykonywano preparat negatywowy w tuszu chinskim w celu

stwierdzenia obecno$ci otoczek.

4.6 Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu

Do oceny zdolnosci tworzenia biofilmu wykorzystano metode opracowana na podstawie

prac Jin 1 wsp. oraz Li 1 wsp. [100, 128]

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)
9)

Przygotowanie szczepow:

Grzyby wstgpnie hodowano na SGA przez 3-5 dni w temperaturze pokojowe;.
Oczko ezy aktywnie wzrastajacych komorek przenoszono do bulionu YNB z 100
mmol glukozy i1 inkubowano przez 48h w temperaturze 27°C.

Po inkubacji komorki byty oczyszczane 0,5 ml PBS przez dwukrotne wytrzasanie
1 wirowanie przy 5000 g przez 5 min.

Przemyte komoérki zawieszano w 1 ml bulionu YNB 1 ustalano ggstos¢ 3 w skali

McFarlanda. Zawiesina postuzyta do dalszej czgsci eksperymentu.

Biofilm - faza przylegania (wykonywane na polistyrenowych jatowych,
96-dotkowych, ptaskodennych ptytkach titracyjnych):

100ul zawiesiny wyjsciowej badanych szczepow dodawano do kazdego dotka
w trzech powtorzeniach, jako kontrola stosowane byto podtoze YNB.

Plytki inkubowano przez 90 min w 37°C na wytrzasarce orbitalnej przy 75

obr./min.

Biofilm - faza wytwarzania biofilmu:

Odciagnigto podtoze i przemywano dotki dwukrotnie 150 ul PBS.
Dodano 100 pl $wiezego YNB z 100 mmol glukozy do kazdego dotka.

Plytki zaklejano parafilmem 1 inkubowano przez 48-72h w 37°C na wytrzasarce
orbitalnej (75 obr./min).
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10) Po wytworzeniu biofilmu odptukano komérki planktoniczne poprzez odciagnigcie

podtoza i dwukrotne przemycie 200 ul PBS

Barwienie:
11) Plytki suszono na powietrzu przez 45 min.

12) Do kazdego dotka dodawano po 100 ul 0,4% wodnego roztworu fioletu

krystalicznego 1 inkubowano przez 45 min 37°C.
13) Roztwoér barwnika odciagano i kilkukrotnie przeplukiwano dotki PBS.
14) Dodawano 150 pl 95% etanolu do kazdego dotka i odbarwiano przez 45 min.

15) Przenoszono po 100 pl do dotkdéw nowej ptytki i dokonywano pomiaru absorbancji

przy dhugosci fali A=570 (595) nm.

4.7 Ocena lekowrazliwosci

Oznaczano wrazliwos¢ szczepoOw na amfoterycyne B (AMB), 5-fluorocytozyne (SFC),
flukonazol (FLZ) i itrakonazol (ITZ). Badanie wykonano przy pomocy testu ATB Fungus
INT2 firmy bioMérieux. Wynik zapisywano w postaci najnizszego stezenia hamujacego.

Wykonanie testu przedstawia si¢ nastepujaco:

1) Sporzadzano zawiesing komorek drozdzy o gestosci 2 w skali McFarlanda.

2) 20 ul zawiesiny dodawano do specjalnego podtoza ATB F2.

3) Po homogenizacji dodawano po 135 pl zaszczepionego podloza do kazdego dotka
testu.

4) Inkubowano w temperaturze 27°C przez 72 h, jezeli po tym czasie nie stwierdzano
wzrostu, inkubacj¢ przedluzano do momentu wzrostu grzybéw w dotkach

kontrolnych.

5) Plytki odczytywano zgodnie z instrukcja 1 zapisywano wynik w postaci MIC.
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4.8 Opracowanie i analiza wynikow

Zebrane wyniki zapisano w arkuszu kalkulacyjnym OpenOffice Calc. Dane po
wyeksportowaniu do odpowiednich plikow opracowywano statystycznie przy uzyciu
jezyka 1 $rodowiska do obliczen statystycznych R wersja 2.10.1 [184] w systemie
operacyjnym Linux. W powyzszych programach zostalo wykonanych wigkszo$¢

zawartych w pracy wykresow.

Wszystkie zawarte w pracy ryciny i1 fotografie zostaly wykonane wtasnorgcznie
przez autora. Ryciny wykonano w programie Inkscape w wersji 0.47 poza czgscia ryciny
5.22, ktéra narysowano odrecznie. Fotografie opracowywano przy uzyciu programu
RawTherapee w wersji 3.0 alphal oraz w edytorze obrazéw GIMP w wersji 2.7.2.

Wszystkie programy dzialaly na platformie Linux z jadrem systemu w wersji 2.6.35.
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5 WYNIKI

5.1 Charakterystyka wyizolowanych szczepow

Lacznie wyizolowano 94" szczepy nalezace do 3 gatunkdéw Rhodotorula. Najczesciej
wystepowal gatunek R. mucilaginosa (64 szczepy), nastgpnie R. minuta (19 szczepow)
1 R. glutinis (11 szczepow) — procentowy udziat poszczegdlnych gatunkéw przedstawiono

na rycinie 5.1.

Szczepy najczesciej pochodzity ze stop (opitkéw paznokeci 1 przestrzeni
migdzypalcowych) tacznie 36,17%, nastgpnie z rak (opitki paznokei 1 tuski skorne) tacznie
15,96%, w nastgpnej kolejnosci: ze srodowiska szpitalnego — 12,77% 1 z glowy — 10,64%
(rycina 5.2). Na rycinie 5.3 przedstawiono, rozklad czgstosci izolacji poszczegodlnych

gatunkow w danym materiale klinicznym.

R. glutinis 12%
R. minuta 20%

R. mucilaginosa 68%

Rycina 5.1: Procentowy udzial gatunkow
Rhodotorula w badanym materiale.

* Liczba ta stanowi liczbe wszystkich szczepoéw, jakie zostaly wyizolowane w przeciagu catego okresu
trwania badan. W dalszej czgSci pracy bedzie pojawiac si¢ rozna (mniejsza) ogolna liczba szczepow, ze
wzgledu na ich utrate w trakcie przechowywania.
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Rycina 5.2: Zrédla izolowanych szczepow Rhodotorula.
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Rycina 5.3: Udzial gatunkéw Rhodotorula w poszczegolnych lokalizacjach.

41



WrynNIK1

5.1.1 Biotypowanie

Ze wzgledu na niewielka ilo$¢ izolatow nalezacych do R. glutinis 1 R. minuta biotypy
okreslono tylko dla R. mucilaginosa. Zastosowano dwa podejscia w ustaleniu kryteriow

biotypowania na podstawie profili aktywnos$ci enzymatycznej testu API ZYM.

Pierwszym podejsciem bylo wybranie odpowiednich enzymoéw na podstawie
analizy wystgpowania aktywnos$ci danych enzyméw w populacji badanych szczepow (por.
rozdz. 4.3.1 Aktywnos¢ enzymow hydrolitycznych). Cztery enzymy wystgpujace
u wszystkich szczepéw oraz 7 enzymow, ktérych nie posiadat zaden szczep, nie nadawaty
si¢ do roznicowania 1 zostaly odrzucone per se. Pig¢ kolejnych enzymow cechujacych sig
niska aktywnoscia, wystgpujacych u niewielkiej iloSci szczepdéw rdéwniez zostato
odrzuconych, gdyz wykorzystanie tych enzymoéw w biotypowaniu powodowaloby, ze
rozktad szczepdw w poszczegdlnych biotypach bylby niejednorodny — wystepowatyby
zbyt duza liczba biotypow, do ktérych kwalifikowane bytoby po jednym szczepie.

Pozostale 3 enzymy wydaja si¢ odpowiednie dla biotypowania. Ich wystepowanie
wsrod szczepow miesci si¢ w odchyleniu kwartylowym - pomigdzy 25-75%. Sa to
fosfataza zasadowa — 45,2% szczepéw wykazujacych aktywno$¢ tego enzymu,

a-glukozydaza — 25,8% oraz B-glukozydaza 51,6% szczepow (por. rycina 5.4).
g y g Y P por. ry

50 50 50
Fosfataza zasadowa 48 o-glukozydaza B-glukozydaza

g

3
8

Czestose
Czestos sc

Czestosc

.—-l- ° .-— o0 II.—_—

4 5
Aktywnosc enzymu Aktywnosc enzymu Aktywnoc enzymu

Rycina 5.4: Rozklad aktywnosci enzymow wybranych do biotypowania.
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Przyjecie tych enzymow za kryteria biotypowania pozwala na zdefiniowanie o§miu
teoretycznych biotypow, umownie okre§lonych kolejnymi literami alfabetu od A do H.
Proponowane biotypy przedstawiono w tabeli ponizej. Najliczniej reprezentowany jest

biotyp F cechujacy sig brakiem aktywnosci fosfatazy zasadowej i a-glukozydazy.

Tabela 5.1: Biotypy R. mucilaginosa uzyskana na podstawie wystgpowania aktywnosci trzech enzymow
w tescie API ZYM

biotyp e2 el6 el7 liczba szczepow %
A + + + 1 1,6
B + - 6 9,7
C - + 11 17,7
D - + + 6 9,7
E - - 4,8
F - - + 14 22,6
G + - - 10 16,1
H - - - 11 17,7
25
22,6
]
s 17,7 17,7
& 16,1
S 15
‘O
8
§J 10 37
&)
5 48
1,6 -
, I
A B c D E F G H

Biotypy

Rycina 5.5: Czgstos$¢ wystepowania poszczegolnych biotypow
R. mucilaginosa.
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Drugim sposobem okreslenia biotypow bylo zastosowanie statystycznej nie
nadzorowanej (bez dostepnej a priori wiedzy) analizy danych. Dane w tej metodzie
dzielone byty na grupy (klastry), tak aby kazda z grup byta mozliwie jednorodna (szczepy
wewnatrz grupy byly podobne do siebie), a jednoczes$nie klastry byly miedzy soba
odmienne (szczepy z réznych grup miaty jak najmniej cech wspolnych).

Wyniki podzialéw na klastry przedstawiane sa w postaci wykresow —
dendrograméw. W przypadku najbardziej dopasowanego dendrogramu®™ okazato sie, ze
szczepy mozna roznicowaé na podstawie aktywnosci glukozydaz. Pozwolilo to na
wyodrebnienie 3 biotypow — gldéwne gatezie na rycinie 5.6 opisane cyframi rzymskimi. Na

rycinie zaznaczono rowniez rozktad biotypow uzyskanych metoda arbitralna.

Tabela 5.2: Biotypy uzyskane na podstawie roznic w aktywnosci glukozydaz w tescie AP1 ZYM

biotyp el6 el7 biotypy A-H liczba szczepow (%)
I - + C+F 25 (40,3%)
11 - - H+G 21 (33,9%)
III + -/+ A+B+D+E 16 (25,8%)
II1a + - B+E 9 (14,5%)
IIIb + + A+D 7 (11,3%)

* Roézne dendrogramy odpowiadaja réznym algorytmom podzialu badanej populacji na klastry. Najlepszym
wynikiem jest podziat spetniajacy oczekiwania badacza — nie ma jednoznacznych kryteriow oceny
uzyskanych wynikow.
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Rycina 5.6: Podobienstwo enzymogramow i biotypy R. mucilaginosa przedstawione
na dendrogramie.

Zastosowana metoda klasteryzacji pozwala okresli¢ podobienstwo szczepdw na podstawie analizy
wystepowania wszystkich 19 enzymow testu API ZYM. Do utworzenia dendrogramu zastosowano algorytm
kalsteryzacji AGNES (hierarchiczna metoda aglomeracyjna) z parametrami method="ward”
1 metric="manhattan” [184].
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Rycina 5.7: Dendrogram podobienstwa enzymogramow szczepow R. mucilaginosa
powstaly w wyniku klasteryzacji metoda UPGMA.

Metoda UPGMA jest rozpowszechniona w biologii molekularnej przy badaniu podobienstw regionéw DNA.
Ilo$¢ uzyskanych ta metoda rozgatezien (klastréw) nie pozwala na przyj¢cie klarownego podziatu na biotypy.
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5.2 Tolerancja temperatury

W celu okreslenia termotolerancji szczepdw z rodzaju Rhodotorula dokonano pomiaru
gestosci zawiesiny w podtozu YNB oraz oceny zywotnosci szczepdw Rhodotorula na
podtozu SGA po uprzedniej pigciodniowej hodowli w podiozu YNB suplementowanym
100 mmol glukozy i w surowicy bydlecej w temperaturze 37°C. Biorac pod uwage
uzyskane ze wszystkich tych trzech oznaczen wyniki, przyjeto 4 stopniowa skalg oceny
intensywnos$ci wzrostu: 0 — brak wzrostu, 1 — wzrost skapy, 2 — wzrost $rednio obfity, 3 —

wzrost obfity lub zlewny.

Dwa na trzy przebadane szczepy R. glutinis wykazywaly dobry wzrost
w temperaturze 37°C zaréwno po inkubacji w YNB, jak i w surowicy. Z 17 badanych
szczepow R. minuta cztery (23,53%) wykazaly $redni wzrost, pozostale szczepy wzrastaty
stabo po inkubacji w surowicy. Zaden szczep, poza wyzej wymienionymi czterema, nie
wzrastat po inkubacji w podlozu YNB.

Wséréd 55 badanych szczepdw R. mucilaginosa 9 szczepdw nie wzrastalo po
inkubacji w podlozu YNB. Dwa z tych szczepéw nie wzrastaly w ogole, a pozostate
wykazywaty rézny wzrost po inkubacji w surowicy w temperaturze 37°C. Szczepy te
zostaly zaklasyfikowane na roznych poziomach w przyjetej skali intensywnos$ci wzrostu.
Dziesig¢ szczepéw wykazywato staby wzrost, 26 wzrost $rednio obfity, a 17 obfity/zlewny

— por. rycina 5.8.

50 47,27
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1 2 3

Klasa intensywnosci wzrostu

20

Czestos¢ wzgledna

10
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Rycina 5.8: Rozklad intensywnos$ci wzrostu szczepow R. mucilaginosa
w temperaturze 37°C.
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5.3 Aktywnosé enzymatyczna

5.3.1 Aktywnos¢ enzymow w teScie API ZYM

Wisréd przebadanych szczepoéw (n = 6) nalezacych do gatunku R. glutinis nie stwierdzono
w tescie APl ZYM aktywnosci 10 enzymoéw (esterazy, lipazy Cl4, trypsyny,
chymotrypsyny, o- i P-galaktozydazy, B-glukuronidazy, N-acetylo-glukozyloamidazy,
a-mannozydazy i a-fukozydazy). W przypadku lipazy-esterazy (C8) i arylamidazy cystyny
szczepy odpowiednio 509/1, 855 wykazywaty ich niska aktywno$¢. Bardzo niska
aktywno$¢ oa-glukozydazy wykazata polowa 2z badanych szczepow. Aktywnosé
arylamidazy leucyny, arylamidazy waliny, fosfatazy kwasnej, fosfohydrolazy naftolu oraz
B-glukozydazy wykazaty wszystkie badane szczepy, a aktywnosci fosfatazy zasadowej nie

wykazat tylko jeden szczep (43/09) — rycina 5.9.

Aktywnos¢
2
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Enzym

Rycina 5.9: Aktywnos$¢ enzymatyczna w tescie API ZYM
grzybow z gatunku R. glutinis.

Oznaczenie enzymow jak w tabeli 4.1 na stronie 33. Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang,
ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres danych, kotkami — warto$ci odstajace.

Szczepy R. minuta (n = 17) wykazywaly brak aktywno$ci dziewigciu enzymow
w tescie API ZYM (arylamidazy cystyny, trypsyny, chymotrypsyny, a- i B-galaktozydazy,
B-glukuronidazy, a-glukozydazy, o-mannozydazy 1 a-fukozydazy). Niska aktywnos¢
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N-acetylo-B-glukozyloamidazy wykazal jeden szczep (1222). Wszystkie szczepy
wykazywaty aktywno$¢ arylamidazy leucyny, arylamidazy waliny (z wyjatkiem szczepu
193), fosfatazy kwasnej, fosfohydrolazy naftolu, B-glukozydazy (z wyjatkiem szczepu III).
76,47% (n=13) szczepow wykazywato aktywno$¢ fosfatazy zasadowej, 11,76% (n = 2)
bardzo niska aktywno$¢ esterazy (C4), natomiast 23,53% bardzo niska aktywnos¢

lipazy-esterazy (C8) —rycina 5.10.
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Rycina 5.10: Aktywno$¢ enzymatyczna w tescie AP1 ZYM
grzybow z gatunku R. minuta.

Oznaczenie enzymow jak w tabeli 4.1 na stronie 33. Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang,
ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres danych, kétkami — warto$ci odstajace.

R. mucilaginosa (n = 62), jak wspomniano w rozdziale dotyczacym biotypowania,
cechuje si¢ brakiem aktywnos$ci siedmiu enzymoéw: lipazy (C14), trypsyny,
chymotrypsyny, o- 1 [-galaktozydaz, o-fukozydazy. Bardzo niska aktywno$¢
przedstawionych ponizej enzymow, nieprzekraczajaca 1 w przyjetej skali oceny,
wykazywaty nieliczne szczepy. Dla esterazy (C4) byly to 3 szczepy, dla lipazy-esterazy
(C8) — 2 szczepy, aktywnos¢ arylamidazy cystyny wykazywat 1 szczep, a-mannozydazy —
2 szczepy. Aktywno$¢ N-acetylo-B-glukozyloamidazy wykazalo 6 (9,68%) szczepow.
51,61% (n = 32) szczepow wykazato aktywnos$¢ B-glukozydazy, 45,16% (n = 28)
aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej 1 25,81% (n = 16) a-glukozydazy, natomiast wszystkie
szczepy posiadaty aktywnos$¢ arylamidazy leucyny, fosfatazy kwasnej, fosfohydrolazy
naftolu oraz tylko jeden z przebadanych szczepéw (928) nie posiadat aktywnosci

arylamidazy waliny. Rycina 5.11.
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Rycina 5.11: Aktywnos$¢ enzymatyczna w tescie API ZYM grzybow z gatunku
R. mucilaginosa.

Oznaczenie enzymow jak w tabeli 4.1 na stronie 33. Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang,
ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres danych, kétkami — warto$ci odstajace.

Na rycinach 5.12 i 5.13 przedstawiono szczegdlowe pordOwnanie najbardziej
aktywnych dla rodzaju Rhodotorula enzymow w teScie APl ZYM. R. mucilaginosa
wykazuje znacznie nizsza aktywno$¢ fosfatazy zasadowej niz R. minuta (test Manna-
Whitneya, p = 0,0058) i R. glutinis (test Manna-Whitneya, p = 0,0217). Natomiast nie
stwierdzono roznicy w aktywnosci tego enzymu migdzy szczepami R. minuta i R. glutinis
(test Manna-Whitneya, p = 0,8288). Nalezy pamigtac, ze ze wzgledu na mata liczebnosé
szczepow R. glutinis wyniki poréwnan dla tego gatunku moga by¢ obarczone btedem.

Arylamidaza leucyny cechowata si¢ najwyzsza aktywnos$cia bez wyraznych réznic
migdzygatunkowych (test Kruskala-Wallisa, p = 0,8633). Nie stwierdzono réwniez rdznic
w aktywnos$ci arylamidazy waliny (test Kruskala-Wallisa, p = 0,1503), fosfatazy kwasne;j
(test Kruskala-Wallisa, p = 0,4567), fosfohydrolazy naftolu (test Kruskala-Wallisa,
p =0,0904) migdzy szczepami réznych gatunkdéw Rhodotorula. Nie stwierdzono roznic
w aktywnosci a-glukozydazy miedzy szczepami R. mucilaginosa i R. glutinis (test Manna-
Whitneya, p = 0,3725). Natomiast szczepy R. minuta nie wykazaty zadnej aktywnosci tego
enzymu.

R.  minuta wykazuje znacznie wyzsza aktywno$¢ B-glukozydazy niz
R. mucilaginosa (test Manna-Whitneya, p = 0,00885). Nie ma natomiast rdéznicy migdzy
aktywnoscia R. mucilaginosa 1 R. glutinis (test Manna-Whitneya, p = 0,0582) oraz migdzy
R. minuta i R. glutinis (test Manna-Whitneya, p = 0,0821).
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Rycina 5.12: Poréwnanie aktywno$ci wybranych enzymow w teScie API1 ZYM dla
grzybow z rodzaju Rhodotorula.

R.muc - R mucilaginosa, Rmin - R. minuta, R.glu - R. glutinis. Na wykresie pozioma kreska
przedstawiono mediang, ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres danych, kotkami — wartosci
odstajace.
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Rycina 5.13: Poréwnanie aktywnos$ci wybranych enzymow w tescie API ZYM dla
grzybow z rodzaju Rhodotorula — c.d.

R.muc - R mucilaginosa, Rmin - R. minuta, R.glu - R. glutinis. Na wykresie pozioma kreska
przedstawiono mediang, ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres danych, kotkami — warto$ci

odstajace.
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5.3.2 Aktywnos¢ fosfolipazy

Aktywnos¢ fosfolipazy w temperaturze 27°C zostata oznaczona dla 5 szczepdw R. glutinis.
3 szczepy nie wykazaly zadnej aktywnosci (P2 = 1), zaden z tych szczepdw nie wzrastal
w 37°C. Pozostate 2 szczepy wykazaly dosy¢ wysoka aktywno$¢ fosfolipazy w 27°C,

ktora dodatkowo zwigkszyta si¢ w oznaczeniu w temperaturze 37°C.

Szczepy nalezace do gatunku R. minuta nie wzrastaly na podtozu EY A dlatego tez
niemozliwa bylta ocena aktywnosci fosfolipazy dla tego gatunku. Tylko jeden szczep (359)

wykazal P;= 0,5 w 27°C, ale w 37°C szczep ten nie wzrastat.

Szczepy R. mucilaginosa dobrze wzrastaly na podlozu EYA zaréwno
w temperaturze 27°C, jak 1 37°C. Sposrod 58 szczepow poddanych badaniu
w temperaturze 27°C nie wzrastalty trzy (5,17%), przy czym jeden z tych szczepow
wzrastal dobrze w 37°C. Jeden szczep (ERKPII) nie wykazywat w tej temperaturze
aktywnosci fosfolipazy. Mediana ($rednia) aktywnosci fosfolipazy wyrazona warto$cia
wspotczynnika P; wynosita 0,46 (0,47).

Ocenie aktywnosci w temperaturze 37°C poddanych zostalo 55 szczepdéw
R. mucilaginosa. W tej temperaturze nie wzrastato 10 szczepow (18,18%), 4 szczepy nie
wykazywaty aktywnosci fosfolipazy. Mediana ($rednia) warto$¢ Pz dla tej temperatury
wynosita 0,35 (0,43).

79 szczepow C. albicans zostalo uzytych jako kontrola. Dwadziescia dwa szczepy
(27,85%) nie wykazywaty aktywnosci fosfolipolitycznej. Mediana warto$ci P, wynosila

0,64 (srednia wartos¢ Pz = 0,68).
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Rycina 5.14: Oznaczenie aktywnosci fosfolipazy na podlozu EYA.

Biale halo wokot kolonii $§wiadczy o aktywno$ci enzymu. Po lewej — R. mucilaginosa, po prawej —
C. albicans.

Stwierdzono wyzsza aktywnos$¢ fosfolipazy dla szczepéw R. mucilaginosa w 37°C
niz w 27°C (test Wilcoxona, p = 0,0294). Szczepy R. mucilaginosa wykazaty roOwniez
wigksza aktywno$¢ fosfolipazy (test Manna-Whitneya, p = 0,0004) niz szczepy
C. albicans —rycina 5.15.
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Rycina 5.15: Aktywnos¢ fosfolipazy wyrazona wartoscia Pz.

Rh27 — R mucilaginosa w 27°C, Rh37 — R. mucilaginosa w 37°C
1 Ca37 — C. albicans w 37°C. Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang,
ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres danych, kotkami — wartosci
odstajace.
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5.3.3 Aktywnos¢ proteazy aspartylowej

Z przebadanych szczepow R. glutinis (n=3) zaden nie wykazal aktywno$ci proteinazy
w temperaturze 27°C, w temperaturze 37°C wzrastat tylko jeden z tych szczepdw i rowniez

nie wykazywal aktywnosci proteolityczne;.

Z 17 szczepdw R. minuta tylko jeden (1911) wykazywat aktywnos$¢ proteolityczna
w temperaturze 27°C. W temperaturze 37°C wzrastato tylko 5 szczepoéw, z czego dwa

(1191, HIV55/09) wykazywatly aktywnos$¢ proteazy.

Wsrod szczepow R. mucilaginosa proteinazg w temperaturze 27°C wytwarzato 21
(38,89%) z 54 przebadanych szczepow, Srednia aktywnoS$¢ tego enzymu wyrazona
wspotczynnikiem P; wynosita 0,89. W temperaturze 37°C wzrastalo 31 szczepow
(57,41%), z czego 19 wykazywato aktywno$¢ proteinazy — $rednia warto$¢ P, wynosita
0,75. Roznice w wystepowaniu aktywnosci proteolitycznej wsrod szczepow wzrastajacych
w 27 i 37°C sa istotne (test chi®, p = 0,0464) — rycina 5.16. Réwniez w 37°C szczepy
R. mucilaginosa wykazuja wyzsza aktywno$¢ proteolityczng niz w 27°C (test Wilcoxona,
p=0,0011).
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Rycina 5.16: Czestos¢ wystepowania aktywnych proteolitycznie (kolor szary)
szczepOw R. mucilaginosa i C. albicans.

R.muc27 i Romuc37 — szczepy R. mucilaginosa inkubowane odpowiednio w temperaturze 27 i
37°C; C.alb37 — szczepy C. albicans inkubowane w temperaturze 37°C. Liczby wewnatrz
shupkéw odpowiadaja iloSci szczepow.
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Rycina 5.17: Oznaczenie aktywnosci proteinazy aspartylowej na podlozu BSAA.

Przejasnienia wokot kolonii §wiadcza o rozktadzie biatka przez badany enzym. Po lewej — R. mucilaginosa;
po prawej C. albicans.

W poréwnaniu ze wzrastajacymi w 37°C szczepami R. mucilaginosa (61,29%)
prawie wszystkie szczepy C. albicans (97,30%, n=76) wykazaly aktywnos¢ proteinazy
w tej temperaturze. Srednia warto$é wspotczynnika P, rowna sie 0,69. Nie ma jednak
réznic w poziomie aktywnosci proteolitycznej migdzy tymi gatunkami (test Manna-

Whitneya, p = 0,5657) — rycina 5.18.
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Rycina 5.18: Porownanie aktywnosci proteolitycznej szczepow
R. mucilaginosa (R.muc37) i C. albicans (C.alb37) na podlozu
z albuming bydleca w 37°C.

Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka — odchylenie
kwartylowe, wasami — zakres danych, kotkami — warto$ci odstajace.
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5.3.4 Aktywnosé¢ lipazy

Szczepy R. glutinis (n = 3) wykazywaly $rednig warto§¢ wspotczynnika P, aktywnos$ci
lipolitycznej w temp 27°C wynoszaca 0,52, natomiast w przypadku R. minuta (n=14)
srednia warto$¢ P wynosita 0,42. W temperaturze 37°C szczepy tych gatunkow nie
wzrastaly (poza slabym wzrostem bez aktywnosci lipolitycznej szczepu 1222 nalezacego

do R. minuta)

W temperaturze 27°C wszystkie szczepy R. mucilaginosa wykazywaty aktywnos$¢
lipolityczna (n = 48), a $redni wspotczynnik Pz wynosit 0,52. Z 48 badanych szczepow
w temperaturze 37°C wzrastato 16 (33,33%), z czego tylko potowa (16,67%) wykazala
aktywno$¢ lipolityczna ze $rednim wspodtczynnikiem P, = 0,36 (z uwzglednieniem
szczepow niewykazujacych aktywnosci lipazy (Pz = 1) $rednia warto$¢ wspodtczynnika
wynosita 0,64).

Wszystkie szczepy C. albicans (n=70) wykazywaly aktywnos$é¢ lipazy. Srednia

warto$¢ wspotczynnika P, wynosita 0,29 (mediana 0,22).

Lipaza
e ]
@ |
o
N o
o © | —T— —_
QO o
3 | — BE==
S —— -
= .
o RS S
g
<
© I I I
R.glu R.min R.muc
Gatunek

Rycina 5.19: Poréownanie aktywnosci lipolitycznej w 27°C
szczepow z rodzaju Rhodotorula.

R.glu — R. glutinis, Rimin — R. minuta, R.muc — R. mucilaginosa. Na
wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka — odchylenie
kwartylowe, wasami — zakres danych, kétkami — wartoéci odstajace.
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Rycina 5.20: Oznaczenie aktywnosci lipazy na podlozu z mieszaning Tweendow.

Strefa precypitacji widoczna w postaci halo wokot kolonii. Po lewej — R. mucilaginosa, po prawej —
C. albicans.

Nie ma wyraznych rdéznic migdzygatunkowych w aktywnos$ci lipolitycznej
szczepOw Rhodotorula w temperaturze 27°C (test Kruskala-Wallisa, p = 0,0616).
Natomiast szczepy nalezace do C. albicans cechowaly si¢ znacznie wyzsza aktywnoscia
lipazy (temp. 37°C) niz szczepy Rhodotorula w temp. 27°C (test Manna-Whitneya,
p<0,0001) 1 w temperaturze 37°C (test Manna-Whitneya, p = 0,0036).
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Rycina 5.21: Porownanie aktywnosci lipolitycznej szczepow
R. mucilaginosa i C. albicans.

R.muc27 i R.muc37 — szczepy R. mucilaginosa inkubowane odpowiednio
w temperaturze 27 137°C; C.alb37 — szczepy C. albicans inkubowane

w temperaturze 37°C. Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka
— odchylenie kwartylowe, wasami — zakres danych, kotkami — warto$ci odstajace.
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5.4 Dimorfizm drozdzowo-mycelialny

Z przebadanych 3 szczepoéw R. glutinis jeden wykazywal wzrost niepozwalajacy na oceng
zdolnosci tworzenia pseudostrzepek. Pozostale dwa nie wykazywaly tej zdolnosci.
Dwanascie szczepdw R. minuta roOwniez nie tworzylo pseudostrzepek w warunkach

testowych. Dla 5 szczepdw tego gatunku nie udato si¢ oznaczy¢ tej wlasnosci.

W przypadku R. mucilaginosa stwierdzono, ze 18 (32,73%) z badanych szczepow
wykazuje zdolnos¢ przejscia z fazy drozdzowej do pseudostrzgpkowej. Dwadzie$cia osiem
szczepow (50,91%) nie posiada tej zdolnosci, a dla 9 (16,36%) nie udato si¢ okresli¢ tego
parametru.

Uwzgledniajac stosunek ilosci komodrek tworzacych strzgpki do komoérek w formie
drozdzowej oraz intensywno$¢ wzrostu w podtozu okreslono 4 klasy tworzenia strzgpek:
0 — szczep wzrasta w postaci drozdzowej; 1 — szczep wzrasta w postaci drozdzowej, tylko
nieliczne pseudostrzgpki sa obecne w preparacie; 2 — faza drozdzowa i1 faza mycelialna
wystepuje w zblizonych ilo$ciach; 3 — szczep wzrasta gldwnie w postaci strzgpkowe;.

Czestos¢ wystepowania poszczegolnych klas przedstawiono na rycinie 5.23.
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Rhodotorula mucilaginosa
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Rycina 5.22: Pseudostrz¢pki wytworzone przez R. mucilaginosa po pigciodniowej
inkubacji w surowicy w temperaturze 37°C.
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Rycina 5.23: Czestos¢ wystepowania przejscia z fazy drozdzowej do
strzepkowej (D-M) szczepOw R. mucilaginosa.

0-3 — poszczegolne stopnie przejscia z fazy drozdzowej do pseudostrzgpkowej, bw — brak
wzrostu pozwalajacego na oceng.
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5.5 Tworzenie otoczek

Wystepowanie otoczek stwierdzono u 20 (27,4%) z 73 przebadanych pod tym katem
szczepow Rhodotorula sp. Zaden szczep R. glutinis (n = 3), dwa szczepy R. minuta
(n=17) oraz 18 szczepéw R. mucilaginosa (n = 53) wytwarzalo otoczki. Procentowy
udzial szczepow tworzacych otoczki dla poszczegdlnych gatunkdéw przedstawiono na

rycinie 5.24.

Nie stwierdzono roznic (test Fischera, p = 0,2230) w czgstosci wystgpowania
szczepow tworzacych otoczki wsrod R. minuta i R. mucilaginosa. Jako kontroli uzyto trzy

szczepy Cryptococcus neoformans — wszystkie wytworzyty otoczki.
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Rycina 5.24: Czestos¢ wystepowania otoczek wsrod
szczepOw poszczegolnych gatunkow Rhodotorula.

Rycina 5.25: Otoczki Rhodotorula sp. Barwienie tuszem chinskim.
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5.6 Zdolnosé tworzenia biofilmu

Wszystkie szczepy Rhodotorula niezaleznie od gatunku wytworzyly biofilm w YNB.
Z czterech szczepdw R. glutinis jeden nie tworzyl biofilmu w surowicy. Z 14 szczepow
R. minuta w surowicy biofilmu nie tworzyly 3 (21,43%). Z 51 badanych szczepoéw
R. mucilaginosa 15 (29,41%) nie wykazywalo aktywnos$ci biofilmotworczej w surowicy.
Dwadziescia pie¢ szczepow C. albicans, z 72 badanych, nie tworzyto biofilmu w YNB,
natomiast w surowicy 3. Jeden (1050/10) nie tworzyt biofilmu zar6wno w YNB, jak

1 W surowicy — por. rycina 5.26.
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Rycina 5.26: Porownanie badanych gatunkow pod wzgledem ilosci
szczepow tworzacych biofilm w surowicy.

Nie stwierdzono ro6znic mig¢dzygatunkowych w zdolnosci tworzenia biofilmu dla
rodzaju Rhodotorula zarbwno w podtozu YNB (test Kruskala-Wallisa, p = 0,2588) jak
1w surowicy bydlecej (test Kruskala-Wallisa, p = 0,6860). Stwierdzono natomiast nizsza
zdolno$¢ tworzenia biofilmu w surowicy niz w YNB dla R. minuta (test Wilcoxona®,
p =0,0052) oraz dla R. mucilaginosa (test Wilcoxona p = 0,0001). Dla R. glutinis, chociaz
warto$ci absorbancji dla surowicy sa nizsze niz dla YNB, zbyt mata ilo$¢ szczepdéw nie
pozwolita na przeprowadzenie analizy statystycznej. Poréwnanie rozktadow absorbancji

o dpowiadajacych intensywnos$ci tworzenia biofilmu przedstawiono na rycinie 5.27.

* W tym te$cie uwzgledniono tylko te szczepy, dla ktorych uzyskano wyniki zard6wno w przypadku

inkubacji w YNB, jak i w surowicy.
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Rycina 5.27: Porownanie zdolnosci tworzenia biofilmu przez gatunki Rhodotorula
w podlozu YNB i surowicy bydlecej.

Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres
danych, kotkami — warto$ci odstajace. Dla lepszej czytelno$ci na wykresach zastosowano rézne skale - nie
mozna zatem porownywac ich bezposrednio.

W przypadku C. albicans obserwowano odwrotna sytuacjg. W surowicy zdolnos¢
tworzenia biofilmu wyrazona absorbancja byla wyzsza niz w YNB (test Wilcoxona,

p =0,0005) — rycina 5.28.
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Rycina 5.28: Poréwnanie zdolnosci tworzenia biofilmu
w zaleznosci od zastosowanej pozywki dla C. albicans.

Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka — odchylenie
kwartylowe, wasami — zakres danych, kotkami — wartosci odstajace.
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C. albicans wykazywata wigksze tempo tworzenia biofilmu niz R. mucilaginosa
w surowicy (test Manna-Whitneya, p < 0,00001), natomiast nizsze w YNB (test Manna-
Whitneya, p < 0,00001). Tempo tworzenia biofilmu C. albicans w YNB bylo takie samo
jak R. mucilaginosa w surowicy (test Manna-Whitneya, p = 0,3344), natomiast
intensywno$¢ tworzenia biofilmu w surowicy przez C. albicans byla nizsza od
intensywnos$ci tworzenia biofilmu przez R. mucilaginosa w YNB (test Manna-Whitneya,
p = 0,0029). Wartosci srednie i odchylenia standardowe intensywnosci tworzenia biofilmu

dla poszczeg6lnych gatunkow w okreslonych pozywkach przedstawiono w tabeli 5.3.

Tabela 5.3: Poréwnanie $rednich absorbancji tworzenia biofilmu przez badane gatunki grzybow

YNB surowica
gatunek n n
$rednia (mediana) SD $rednia (mediana) SD
R. glutinis 4 0,65 (0,40) 0,64 5 0,07 (0,06) 0,06
R. minuta 15 0,85 (0,89) 0,40 15 0,24 (0,09) 0,35
R. mucilaginosa 52 1,03 (1,00) 0,58 51 0,16 (0,06) 0,22
C. albicans 72 0,25 (0,15) 0,40 72 0,74 (0,71) 0,42
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Rycina 5.29: Poréwnanie intensywnosci tworzenia biofilmu w YNB i surowicy przez
szczepy R. mucilaginosa (R.muc) i C. albicans (C. alb).

Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres
danych, kotkami — wartosci odstajace. Dla lepszej czytelnosci na wykresach zastosowano rézne skale - nie
mozna zatem porownywac ich bezposrednio.
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5.7 Lekowrazliwosé

Lekowrazliwos¢ dla AMB, SFC, FLZ, ITZ oznaczong testem ATB Fungus INT 2 udalo si¢
uzyska¢ dla 85 szczepow Rhodotorula sp. Wszystkie szczepy, niezaleznie od gatunku,
wykazywaty niskie wartosci MIC dla SFC i AMB. W przypadku lekéw azolowych,
R. mucilaginosa wykazata w wigkszo$ci przypadkow wysokie wartosci MIC na oba
badane leki ITR 1 FLZ. W przypadku R. minuta wartosci MIC dla FLZ byty wysokie —
srednia geometryczna = 21,8 mg/l, a dla ITZ niskie — §rednia geometryczna = 0,15 mg/I1.
U szczepdw R. glutinis obserwowano duza zmienno$¢ w wartosciach MIC dla obu lekow.
Jeden szczep R. glutinis (43/09) wykazal podwyzszona wartos¢ MIC dla SFC (2 mg/l)
jednocze$nie miat najnizsza dla tego gatunku warto§¢ MIC dla FLZ (16 mg/l). Dwa
szczepy R. mucilaginosa wykazywaty niskie wartosci MIC dla FLZ 1 ITZ wynoszace
odpowiedni 2 1 0,125 mg/l. Jeden szczep wykazal niska = 8 mg/l wartos¢ MIC dla FLZ,
przy wartosci MIC dla ITZ = 2 mg/l. Szczegblowe dane na temat lekowrazliwosci

szczepOw Rhodotorula sp. przedstawiono w tabelach 5.4 1 5.5.

Tabela 5.4: Wrazliwos¢ szczepow Rhodotorula sp. na leki przeciwgrzybicze

gatunek liczba lek zakres MIC sr.geom. MICsy MICy
R. glutinis 6 5FC 0,5-2 0,63 0,5 0,5
AMB 0,5 0,5 0,5 2
FLZ 16-64 40,32 32 64
ITZ 0,125-4 1,26 2 4
R. minuta 18 5FC 0,5 0,5 0,5 0,5
AMB 0,5-1 0,54 0,5 1
FLZ 8-64 21,77 16 64
ITZ 0,125-0,25 0,15 0,125 0,25
R. mucilaginosa 61 S5FC 0,5 0,5 0,5 0,5
AMB 0,5-1 0,52 0,5 0,5
FLZ 2->128 87,97* 128 128
ITZ 0,125->4 4,23% 4 >4

*w celu obliczenia $redniej geometrycznej dla warto$ci niemieszczacych si¢ w granicach oznaczalno$ci testu
przyjeto MIC > 128 mg/1 dla FLZ — 256 mg/1, a dla MIC >4 mg/1 dla ITZ — 8 mg/1
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Tabela 5.5: Lekowrazliow$¢ Rhodotorula sp. wyrazona odsetkiem szczepow wykazujacych danag wartos¢ MIC. Liczba szczepow (procent) skumulowany procent.

MIC [mg/]
lek gatunek 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
R. glutinis 5(83,33) 0(0) 1(16,67)
83.33 83,33 100
R. minuta 18 (100)
SEC 100
R. mucilaginosa 61 (100)
100
R. glutinis 6 (100)
100
R. minuta 16 (88,89) 2 (11,11)
AMB 88,89 100
R. mucilaginosa 58(95,08) 3(4,92)
95,08 100
R. glutinis 1(16,67) 2(33,33) 3(50) -
16,67 50 100
FLZ R. minuta 3(16,67) 6(33,39) 6(33,33) 3(16,67) -
16,67 50 88,89 100
R. mucilaginosa 2(3,28) 0 (0) 1 (1,64) 0 (0) 2(3,28) 19(3L,15) 31(50,82) 6(9,84)
3,28 3,28 4,92 4,92 8,20 39/34 86,88 100*
R. glutinis 1 (16,67) 0(0) 0(0) 1 (16,67) 3 (50) 1(16,57)
16,67 16,67 16,67 33,33 83,33 100
17 R. minuta 14 (77,78) 4 (22,22)
77,78 100
R. mucilaginosa 2 (3,28) 0(0) 0(0) 1(1,64) 10(16,39) 21(34,43) 27 (44,27)
3,28 3,28 3,28 4,92 21,31 55,74 100*

* warto$ci te sa poza stezeniami zastosowanymi w tescie.



Dyskusia

6 DYSKUSJA

Organizmy na drodze ewolucji przystosowuja si¢ do srodowiska, w ktéorym bytuja.
Rozwijane przez nie cechy maja utatwi¢ im pozyskanie pokarmu, przezycie i rozmnozenie
si¢. Skrajnym przyktadem adaptacji do warunkéw bytowania sa pasozyty bezwzgledne np.
Toxoplasma gondii, ktére, by zamkna¢ cykl zyciowy, potrzebuja zywiciela ostatecznego.
Wigkszos¢ grzybow chorobotworczych cztowieka wystepuje w srodowisku naturalnym,
najczesciej w glebie, w wodzie, czy w rozkladajacych si¢ szczatkach materii organicznej,
nie wymagajac do rozmnazania zywicieli. Duze zdolno$ci adaptacyjne grzybow
patogennych pozwalaja by¢ im jednocze$nie saprofagami i pasozytami w zaleznos$ci od
miejsca 1 warunkow, w jakich akurat si¢ znajda. Nalezy pamigta¢, ze nawet patogenne
grzyby sa oportunistami, i jak omdéwiono we wstepie, do zaistnienia grzybicy wymaganych
jest wiele czynnikow. Wazne sa nie tylko cechy, ktore posiada dana komorka grzyba, ale
warunki, w jakich bytuje, czyli w tym przypadku kondycja gospodarza. Niektore grzyby,
jak antropofilne dermatofity, zdaja si¢ preferowac pasozytowanie na cztowieku [220].
Nauce znanych jest ok 98000 gatunkow grzybow, a szacuje sig, ze moze ich by¢
okoto 1,5 min [107]. Tylko kilkaset z tych gatunkéw byto opisanych w przypadkach
zakazen u cztowieka [58]. Grzyby patogenne wyksztalcity szereg cech umozliwiajacych
im przezycie 1 rozmnazanie w organizmie zywym. Mozna przypuszczaé, ze niektore,
wystepujace czgsciej patogeny, sa bardziej przystosowane do pasozytniczego trybu zycia
niz inne, ktére by¢ moze sa na poczatku ,,drogi” do pasozytnictwa. Rodza si¢ pytania,
ktére cechy wyr6zniaja gatunki patogenne na tle gatunkéw niezdolnych do infekowania.
Jakie cechy sa koniecznie niezbedne, by grzyb moégt pasozytowaé w organizmach ssakow?
Czym rdznia si¢ powszechnie izolowane patogeny jak C. albicans od nowo-powstajacych

patogendw takich jak Rhodotorula?

Jak wynika z przegladu ponad 160 opisanych przypadkéw, rodotoruloza dotyczy
przewaznie osoOb z immunosupresja, cho¢ istnieja tez przypadki [108, 123, 138], w ktérych
nie stwierdzono upos$ledzenia odpornosci. Nasuwa si¢ zatem pytanie, czy 1 jakie
determinanty patogennos$ci charakteryzuja szczepy nalezace do gatunkdéw Rhodotorula.
Niniejsza rozprawa jest proba znalezienia odpowiedzi na to zagadnienie. Uzyskane wyniki

nie daly jednoznacznej odpowiedzi. Szczepy Rhodotorula okazaty si¢ zroznicowane pod
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wzgledem obecnosci i stopnia ekspresji badanych determinant, co zostalo omoéwione

ponizej w odniesieniu do dostgpnych w literaturze danych.

Okazuje sig¢, ze dotychczasowa wiedza na temat patogennosci grzybow jest
zaledwie wierzchotkiem goéry lodowej. Nie znamy w petni mechanizméw zakazen
C. albicans. W literaturze tematu jest wiele prac analizujacych wystgpowanie réznych
determinant patogennos$ci na poziomie oceny fenotypowej, molekularnej 1 badan
patogennosci w modelach zwierzgcych dla réznych grzyboéw, przede wszystkim
najczesciej spotykanych gatunkéw. Powstaje coraz wigcej prac probujacych
systematyzowa¢ zdobywana wiedzg [32, 34, 35].

Poznanie cech determinujacych patogennos¢ nowo-pojawiajacych gatunkow
odpowiedzialnych za grzybice, moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia ogdlnych
mechanizmow zakazen grzybami. Poréwnanie z udokumentowanymi patogenami
grzybiczymi pozwoli na okreslenie, ktore cechy sa najistotniejsze w determinowaniu
patogennosci u grzybow. Ponizej omdwione zostaly wyniki oceny wybranych determinant
patogennosci grzyboéw z rodzaju Rhodotorula w odniesieniu do szczepow C. albicans

izolowanych z r6znych przypadkéw kandydoz.

6.1 Wystepowanie i charakterystyka szczepow
Rhodotorula

Niniejsze badania zostaly przeprowadzone na szczepach kolonizujacych powierzchnig
skory 1 bton §luzowych czlowieka, ze wzgledu na brak dostgpu do szczepoéw z zakazen
uogo6lnionych opisywanych w rozdziale 2.2 ,,Chorobotworczo$¢ rodzaju Rhodotorula™.

W Polsce nie opisano do tej pory zadnego przypadku rodotorulozy uogoélnione;.

Hazen stwierdza, ze gtownym zrédlem zakazen grzybami Rhodotorula jest skora
w przeciwienstwie do kandydemii, ktérych zrodiem najcze$ciej sa grzyby z rodzaju
Candida kolonizujace przewdd pokarmowy [88]. Zasadnym staje si¢ okreslenie, jaki
odsetek szczepow Rhodotorula bytujacych na skorze cztowieka i w jego bezposredniej
bliskosci posiada cechy determinujace ich przejscie z komensalicznego do pasozytniczego

trybu zycia.
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6.1.1 Wystepowanie szczepow Rhodotorula

Opisywane w pracach kazuistycznych przypadki rodotorulozy byly najczesciej
wywotywane przez gatunek R. mucilaginosa — 106 (65,4%) sposrod 162
przeanalizowanych przypadkow. Rzadziej izolowany byt R. glutinis (23 przypadki —
14,2%) 1 R. minuta (7 przypadkow — 4,3 %). Nie udalo si¢ ustali¢ gatunku w 26
przypadkach (16,1%; por. rycina 2.2). W niniejszych badaniach potwierdzono dominacjg
gatunku R. mucilaginosa, ktory izolowany byl z 68% materialdéw. Czgstotliwose
izolowania R. minuta w prezentowanych badaniach byla wyzsza niz R. glutinis, jednak
w opisanych w literaturze tematu przypadkach zakazen wystgpuje odwrotna sytuacja.
Rozbiezno$¢ ta wynika najprawdopodobniej z rozpowszechnienia gatunku R. minuta
w §rodowisku przy nizszej od innych gatunkéw zdolnosci infekcji  dodatkowo
potwierdzonej nizsza od R. mucilaginosa ekspresja badanych determinant patogennosci.

W  badaniach Huxley i Hurd na skorze czlowieka dominowat gatunek
R. mucilaginosa 79,2%, nastgpnie R. minuta 15,6% 1 R. glutinis 5,2%. W probkach
powietrza najczesciej stwierdzanym gatunkiem byt R. minuta (83,3%), a R. mucilaginosa
izolowany byl w 16,7%. Nie stwierdzono R. glutinis. Szczepy R. mucilaginosa najczgsciej
izolowane byly z przestrzeni migdzypalcowej stop i rak [96]. Rhodotorula sp. stanowi
rowniez 5% izolowanych gatunkow grzybow z przestrzeni migdzypalcowych stop [165].
Dane te znajduja potwierdzenie w uzyskanych wynikach.

Jennings 1 Bennet przebadali 8062 rutynowych probek w kierunku obecnosci
grzyboéw. Rhodotorula obecna byta w 57 probkach, co stanowi 0,71%. Dominowat gatunek
R. mucilaginosa 80,7% nastgpnie R. minuta 12,3% 1 R. glutinis 7%. Najczgstszym
materiatem, z ktorego izolowano Rhodotorula, byt kat, nastgpnie mocz i1 uktad oddechowy

(wlaczajac w to sling) [98].
6.1.2 Biotypowanie
Biotypowanie pozwala na laczenie szczepow o podobnych cechach w grupy zwane
biotypami. Jak przedstawiono w czg$ci wstepnej, istnieje szereg roznych metod typowania

szczepow. W niniejszej pracy wybrana zostata rozpowszechniona dla C. albicans metoda

biotypowania na podstawie profili aktywnosci enzymatycznej testu APl ZYM.
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Stwierdzono, ze rozne biotypy sa odpowiedzialne za rézne postacie zakazen C. albicans.
Wykazano na przyktad, ze w przypadku kandydozy jamy ustnej dominuja biotypy A 1 F
wedtug Williamsona [183].

Nie ma okreslonych biotypow, a tym samym enzymdw, na podstawie ktorych
mozna by dokona¢ biotypowania dla Rhodotorula. W niniejszej pracy przyjeto dwa
sposoby podejsécia ustalenia enzymow przydatnych do biotypowania. Jednym z nich byt
sposob arbitralnego doboru enzymow, w ktorym jako kryterium wilaczajace przyjgto
czestos¢ wystgpowania aktywno$ci danego enzymu w badanej populacji. Na tej podstawie
zostalo stwierdzone, ze do rdéznicowania szczepow najlepsze sa fosfataza zasadowa oraz
a- 1 B-glukozydaza. Ruiz-Aragon i wsp [200] okreslili 5 biotypow (wzorow aktywnosci
enzymatycznej) R. glutinis na podstawie aktywnosci arylamidazy cystyny, B-glukozydazy
i N-acetyloglukozaminidazy — pozostale enzymy nie wykazywaly zmiennosci wsrod
badanych przez nich szczepdéw. Stwierdzili r6znice migdzy szczepami srodowiskowymi,
pochodzacymi gléwnie z odchodow gotebi, a szczepami klinicznymi pochodzacymi
najczesciej ze skory pacjentow. Izolaty Srodowiskowe nalezaly do dwoch biotypow:
biotypu ,,2” - charakteryzujacego si¢ aktywnos$cia tylko arylamidazy cystyny (89,4%)
1 biotypu ,,5” — niewykazujacego aktywnos$ci enzymdéw wykorzystanych do biotypowania
(10,6%). Zaden szczep kliniczny nie przynalezat do biotypu ,,2”.

W pracy Wojcik 1 wsp. profil enzymatyczny uzyskany dla szczepdw R. glutinis
izolowanych ze zbiornika wodnego byt znaczaco rézny od uzyskanego przez Ruiz-Aragon
1 wsp. Najwigksza zmienno$cia w badaniach Wojcik 1 wsp. cechowaty si¢ fosfataza
zasadowa, arylamidaza waliny oraz a- i B-glukozydazy [248]. Profil uzyskany przez tych
autorOw zblizony jest do uzyskanych przeze mnie wynikow aktywnos$ci enzymatycznej
R. glutinis — rycina 5.9 na str. 47. Réznice w profilach enzymatycznych uzyskanych przez

roznych autoréw moga swiadczy¢ o zréznicowaniu geograficznym szczepow R. glutinis.

Innym sposobem ustalenia biotypdw, czyli zgrupowania ,,podobnych” do siebie
szczepow grzybow, jest zastosowanie statystycznej metody analizy skupien - klasteryzacji
[161]. Metoda klasteryzacji pozwala uwzgledni¢ w definiowaniu biotypu aktywnos¢
wszystkich enzymow testu API ZYM. Okazalo si¢, ze najlepsze zréznicowanie na biotypy
mozna uzyska¢ na podstawie wystgpowania aktywnosci dwoch enzyméw (rycina 5.6 na

str. 45). Zastanawiajacym jest, dlaczego szczepy Rhodotorula wyraznie rdznia si¢
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aktywnos$cia a- 1 B-glukozydazy — enzymow odpowiedzialnych za hydroliz¢ dwucukrow
powstatych w wyniku degradacji odpowiednio skrobi i celulozy.

Uzyskane biotypy okazaly si¢ nieprzydatne w roznicowaniu szczepdéw pod
wzgledem obecnosci potencjalnych czynnikow determinujacych patogennos$é. Nie
stwierdzono roznic (test Kruskala-Wallisa) migdzy poszczegdlnymi biotypami
w przypadku oceny zdolnosci wzrostu w 37°C (p = 0,7880), oceny przejscia z fazy
drozdzowej do mycelialnej (p = 0,4596), tworzeniu otoczek (p = 0,6077), aktywnosci
fosfolipazy (27°C p = 0,8910, 37°C p = 0,5064), lipazy (27°C p = 0,6040, 37°C
p =0,4893) 1 proteazy (27°C p = 0,9538, 37°C p = 0,2057) w obu badanych temperaturach,
a takze w zdolnosci tworzenia biofilmu zaréwno w podlozu YNB (p = 0,0528), jak

1 w surowicy bydlecej (p = 0,0774) — rycina 6.1.
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Rycina 6.1: Porownanie zdolnoS$ci tworzenia biofilmu przez szczepy nalezgce do
réoznych biotypow R. mucilaginosa.

Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres
danych, kotkami — wartoséci odstajace. Dla lepszej czytelnoSci na wykresach zastosowano rézne skale — nie
mozna zatem porownywac ich bezposrednio.
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Rycina 6.2: Poréwnanie aktywnoSci hydrolaz migedzy biotypami R. mucilaginosa.

Na wykresie pozioma kreska przedstawiono mediang, ramka — odchylenie kwartylowe, wasami — zakres
danych, kotkami — wartosci odstajace.
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6.2 Tolerancja temperatury

Istotna cecha pozwalajaca drobnoustrojom na przezycie w ludzkim organizmie jest ich
termotolerancja w zakresie temperatury ciala cztowieka. Cecha ta wydaje si¢ condicio sine
qua non w grzybicach uogolnionych (glebokich). Wykazano, ze mutanty Cr. neoformans
indukowane promieniowaniem UV, ktore nie byly zdolne do wzrostu in vitro
w temperaturze 37°C byty niepatogenne dla infekowanych myszy [121]. Zauwazono r6zna
tolerancje temperatury zwiazang z patogennoscia klinicznych szczepdw Sporothrix
schenckii. 1zolaty uzyskane ze zmian skornych rosty stabo w 37°C i byly niezdolne do
namnazania si¢ w organach wewngtrznych zakazonych myszy, podczas gdy izolaty
uzyskane z przypadkéw rozsianego zakazenia we¢ztow chlonnych wzrastaly w tej
temperaturze dobrze 1 byly zdolne do wywotania grzybic glebokich [120]. Rowniez
w przypadku drozdzy Saccharomyces cerevisiae zdolnos¢ do wzrostu w 42°C roznicuje
szczepy kliniczne od standardowych szczepdw przemystowych i laboratoryjnych [48, 143,
144]. Wigkszos¢ gatunkow z rodzaju Rhodotorula cechuje si¢ brakiem wzrostu
w wyzszych temperaturach. Zdolno$¢ do wzrostu w temperaturze 37°C stwierdzona
zostata wsrod szczepoéw gatunkow R. acuta™, R. glutinis, R. mucilaginosa oraz zaleznie od
szczepu u R. ingeniosa, R. minuta [119].

Jennings i Bennet zbadali zdolno$¢ wzrostu w temperaturze 37°C na podtozu SGA
57 klinicznych izolatéw. Okazato sig¢, ze w tej temperaturze wzrastal 1 na 4 izolaty
R. glutinis, 6 z 7 izolatdéw R. minuta i 27 z 46 izolatow R. mucilaginosa [98].

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wzrastaty 2 na 3 izolaty R. glutinis.
Szczepy R. minuta w wigkszo$ci przypadkow nie wzrastaly po inkubacji w podtozu YNB
w 37°C. Jednakze wykazywaly zdolno$¢ przezycia w tej temperaturze po 5 dniach
inkubacji w surowicy. W przeciwienstwie do wynikow uzyskanych przez Jenningsa
1 Benneta [98] wigkszos¢ badanych szczepow R. mucilaginosa wzrastata w 37°C. Dla kilku
szczepOw R. mucilaginosa pomimo braku wzrostu po inkubacji w podtozu YNB
stwierdzono $rednio obfity lub obfity wzrost uzyskany po inkubacji w surowicy. Oznacza
to, ze surowica pozwala niektorym szczepom nie tylko na przezycie, ale 1 namnozenie si¢

W wyZzszej temperaturze.

* R. acuta wedlug badan opartych na analizie genow cytochromu b, jest bardzo blisko spokrewniona
z Sporobolomyces xanthus [18].
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6.3 Aktywnosé enzymatyczna

W atakowaniu gospodarza wazna role odgrywaja enzymy hydrolityczne takie jak
proteinazy, fosfolipazy i lipazy [78, 97, 113, 149, 210]. Enzymy te sa odpowiedzialne za
zdolno$¢ do niszczenia komodrek gospodarza oraz pozyskiwania substancji odzywczych

przez pasozyty grzybicze.

6.3.1 Aktywnos$¢ enzymow w tescie API ZYM

Profile enzymatyczne gatunkow z rodzaju Rhodotorula wykazuja spore podobienstwo.
Mozna stwierdzi¢ aktywno$¢ arylamidazy leucyny, arylamidazy waliny, fosfatazy kwasnej
oraz fosfohydrolazy naftolu niemal u wszystkich szczepéw. Zaden szczep nie wykazuje
aktywnosci lipazy (C14), trypsyny, chymotrypsyny, a- i B-galaktozydazy, B-glukuronidazy
1 a-fukozydazy. Aktywno$¢ esterazy (C4), lipazy-esterazy (C8), arylamidazy cystyny,
N-acetylo-B-glukozyloamidazy, o-mannozydazy jest bardzo niska (aktywno$¢ 1 lub 2
w przyjetej skali) 1 stwierdzana u pojedynczych izolatéw. Mozna uzna¢, ze nie ma réznic
w aktywnosci tych enzyméw migdzy gatunkami. Nalezy pamigtaé, ze enzymy moga by¢
indukowane przez obecno$¢ lub brak substratow, takze minimalne réznice w sktadzie
podloza moga mie¢ znaczenie w ocenie aktywnosci danego enzymu. Do falszywie
pozytywnych wynikow moze prowadzi¢ tez zanieczyszczenie badanego szczepu innymi

drobnoustrojami wykazujacymi aktywnos$¢ danego enzymu.

Roéznice migdzygatunkowe stwierdzono w przypadku aktywnosci fosfatazy
zasadowej, a- 1 B-glukozydazy. Enzymy te, zostaly uzyte do biotypowania szczepdéw
R. mucilaginosa. Swiadczy to o duzej zmiennosci w aktywnosci tych enzymoéw nie tylko

na poziomie mi¢dzygatunkowym, ale takze i w obregbie gatunku.

Brasch i Zaldua sugeruja, ze fosfataza zasadowa, esteraza i arylamidaza leucyny
moze by¢ wazna w pasozytniczym wzroscie dermatofitow [24]. W przypadku Rhodotorula
wszystkie szczepy niezaleznie od gatunku wykazuja wysoka aktywno$¢ arylamidazy
leucyny (por. rycina 5.12), natomiast esteraza wystgpuje u pojedynczych izolatow.
W przypadku aktywnos$ci fosfatazy zasadowej okazuje sig, ze wyzsza jej aktywno$¢

wykazuja rzadziej spotykane w zakazeniach ludzi gatunki R. minuta i R. glutinis niz
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powszechny R. mucilaginosa (por. rycina 5.12). Co ciekawe, w badaniach nad aktywnos$cia
fosfatazy zasadowej 1 fosfatazy kwasnej u szczepow C. parapsilosis, wykazano, ze
wigksza aktywnos¢ tej drugiej wykazuja izolaty pochodzace ze zmian powierzchniowych
niz glebokich. Wykazano réwniez korelacje miedzy aktywnos$cia obu fosfataz
a przyleganiem komoérek drozdzy do komodrek nabtonka policzka [67]. W przypadku
badanych szczepdw R. mucilaginosa nie ma rdéznic w aktywno$ci fosfatazy kwasnej
w zalezno$ci od miejsca izolacji: skory, paznokei, czy innych lokalizacji (test Kruskala-
Wallisa, p = 0,4531). Aktywno$¢ fosfataz u badanych szczepow nie koreluje rowniez ze

zdolnoS$cia tworzenia biofilmu.

Wykazano, ze aktywno$¢ a-glukozydazy jest obecna u C. albicans, C. tropicalis
1 C. parapsilosis, ale brak jej u C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii. Jednak autorzy
nie byli w stanie powiaza¢ aktywnosci tego enzymu z patogennos$cia, sugerujac
konieczno$¢ dalszych badan porownawczych na modelu mysim [23]. Bramono 1 wsp.
wykazali, ze aktywno$¢ zewnatrzkomorkowej o-glukozydazy nie zalezy od pH 1 jest
indukowana niskim st¢zeniem substratu — maltozy, aktywno$¢ tego enzymu wzrasta
rowniez w fazie logarytmicznego wzrostu [22]. Ostatni fakt moglby wyjasnia¢ brak

aktywnosci tego enzymu u wolno wzrastajacego gatunku R. minuta.

6.3.2 Aktywnosé¢ fosfolipazy

Fosfolipazy to heterogenna grupa enzymoéw hydrolizujaca jedno lub wigcej wiazan
estrowych w glicerofosfolipidach. Zewnatrzkomoérkowe fosfolipazy uwazane sa za czynnik
determinujacy patogennos¢: bakterii, takich jak Clostridium sp., Listeria monocytogenes,
Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, grzybow m.in.
C. albicans, Aspergillus fumigatus, Cr. neoformans, a takze pierwotniakow Toxoplasma
gondii 1 Entamoeba histolytica [210]. Enzym ten odgrywa znaczaca role w niszczeniu bton
komoérkowych i komoérek gospodarza. Wytwarzanie duzych ilosci fosfolipazy koreluje
z wysoka zdolno$cia adherencji i wysokim wskaznikiem $miertelnosci u zakazonych
zwierzat [14, 97]. Rowniez wiele badan wskazuje, ze aktywno$¢ fosfolipazy jest waznym
czynnikiem w patogennosci Cr. neoformans [43, 50, 159, 237]. Aktywnos$¢

fosfolipolityczna stwierdzona zostata rowniez u Malassezia furfur [191].
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Uzyskane wyniki oraz wyniki badan Maysera 1 wsp. [142] wskazuja, ze
R. mucilaginosa wykazuje wysoka aktywnos$¢ fosfolipazy, wyzsza niz C. albicans.
Ponadto Mayser i wsp. stwierdzaja duza liczbe izolatow C. albicans niewykazujacych
aktywnos$ci fosfolipazy, co takze znalazto potwierdzenie w uzyskanych przeze mnie
wynikach.

Cafarchia 1 wsp., w badaniach nad drozdzami izolowanymi od ptakow, stwierdzili
brak aktywnosci fosfolipazy u izolatow R. mucilaginosa pochodzacych z kloaki, natomiast
aktywno$¢ zostata stwierdzona u 4 na 12 szczepow pochodzacych z odchodéw golebi [31].
Mogloby to potwierdza¢ teorig, ze aktywno$¢ fosfolipazy jest zwiazana z kolonizacja
czlowieka. Jednak rola tego enzymu nie jest do konca jasna [75].

Mayser i wsp. stwierdzili w swoich badaniach, ze szczepy niewykazujace
aktywnos$ci fosfolipazy w 30°C nie wzrastaty w 37°C [142]. Nie znalazto to jednak
potwierdzenia w niniejszych badaniach. W uzyskanych przeze mnie wynikach tylko jeden
szczep nie wykazywal aktywnosci fosfolipazy w 27°C, ale w 37°C wzrastat, a ponadto
aktywno$¢ fosfolipazy dla tego szczepu byta wysoka - P, = 0,32.

Na rycinie 6.3 przedstawiono histogramy aktywnos$ci fosfolipazy wyrazonej
wspotczynnikiem Pz. Wyraznie wida¢ podziat szczepow C. albicans na 2 populacje:

szczepy wykazujace aktywnos$¢ fosfolipazy i jej niewykazujace (Pz=1).
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Rycina 6.3: Rozklad warto$ci aktywnosci fosfolipazy.

Widoczne sptaszczenie wykresu dla R. mucilaginosa w temp. 37°C oraz wyrazny rozdzial szczepow
C. albicans na szczepy z aktywnoscia fosfolipazy i bez aktywnosci tego enzymu.

6.3.3 Aktywnos¢ proteazy

Proteolityczna aktywno$¢ C. albicans zostala odkryta w latach 60. przez Staiba [226],

a zastosowane przez niego podtoze z réznymi modyfikacjami sktadu wykorzystywane jest

do dzisiaj w celu szybkiego badania przesiewowego szczepow produkujacych proteinazy

nalezacych do r6znych gatunkow [249].
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Izoformy proteinazy aspartylowej maja udowodniony udziat w determinowaniu
patogennosci C. albicans. Stwierdzono, ze Sapl-Sap3 zaangaZzowane sa w niszczeniu
tkanek podczas wnikania do nabtonka jamy ustnej czlowieka [211]. Wykazano wyzsza
aktywno$¢ proteinaz u izolatow C. albicans ze zmian chorobowych jamy ustnej niz
u szczepoOw uzyskanych od zdrowych nosicieli [116, 163]. W modelu komorkowym
kandydozy pochwy, wykazano, Ze najwazniejsza rol¢ odgrywaja enzymy Sapl i Sap2
[209]. Ponadto zauwazono, ze proteinaza Sap2 moze dziala¢ na biatka uktadu
odpornos$ciowego [152], a Sap4-Sap6 biora udziat w unikaniu niszczenia przez makrofagi,
tworzeniu biofilmu i1 zmianie fenotypu [19, 152]. Riichel 1 wsp. stwierdzili, ze aktywnos¢
proteolityczna innych niepatogennych gatunkéw Candida jest ogolnie nizsza, co sugeruje,
ze patogennosc¢ jest bezposrednio powiazana z aktywnos$cia wytwarzanych proteinaz [199].

W przypadku Cr. neoformans wykazano, ze szczepy z niska aktywnoscia
proteolityczna powodowaly silny odczyn zapalny 1 byly szybko usuwane z zakazonych
ptuc przez system odpornosci, natomiast szczepy o wysokiej aktywnos$ci proteolitycznej,
wzrastaty wolniej in vitro, powodowaty staba odpowiedZ immunologiczna i1 rozsiewaty sig
poprzez pecherzyki phlucne [42]. Jednakze nie stwierdzono réznic w patogennosci
szczepOw w zalezno$ci od ich aktywno$ci proteolitycznej [42]. Rodrigues 1 wsp.
stwierdzili, ze proteaza serynowa rozklada fibronektyng bedaca gtownym budulcem
macierzy migdzykomoérkowej. Opsonizacja komorek patogenu fibronektyna stymuluje
fagocytoz¢ — hydroliza fibronektyny przez proteaze utatwia uniknigcie fagocytozy przez

makrofagi [194].

Ruma-Haynes i wsp. zauwazyli, ze glukoza zmniejsza wytwarzanie proteazy przez
Cr. neoformans, co objawia si¢ w stabo widocznych strefach przejasnienia wokoét kolonii

[201]. Podobny problem wystepowat w niniejszych badaniach — por. rycina 5.17.

Istnieja badania $wiadczace o tym, ze szczepy R. glutinis moga wytwarzaé
proteinazy [102, 131]. Proteinaza serynowa wytwarzana przez R. mucilaginosa jest
roéwniez znanym alergenem [45]. Nie ma natomiast danych w piSmiennictwie dotyczacych
aktywno$ci proteazy aspartylowej szczepow Rhodotorula w odniesieniu do jej
potencjalnego znaczenia w patogenezie grzybic cztowieka. Opisano jedynie przypadek
zmian skornych u pacjenta zakazonego wirusem HIV, ktérego czynnikiem byl szczep
R. mucilaginosa charakteryzujacy si¢ aktywnos$cia fosfolipazy, ale brakiem aktywnosci

proteolitycznej [54].
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Na podstawie dotychczasowych badan szczepdéw Srodowiskowych uwaza sig, ze
R. mucilaginosa nalezy do gatunkéw o raczej niskiej aktywnosci proteinazy [26, 129]. Jak
wynika z przeprowadzonych badan, w temperaturze 27°C aktywno$¢ proteolityczna
wykazuje tylko 1/3 z badanych szczepow, a s$redni wspdlczynnik P, = 0,9. Dla

przypomnienia warto$¢ wspotczynnika P, = 1 oznacza brak aktywnos$ci enzymu.

Ponad 40% szczepow nie wzrastato na podtozu testowym w 37°C, chociaz wzrost
ten wykazywato w temperaturze 27°C. Jak si¢ okazuje, wigkszo$¢ z nierosnacych na
podtozu do oceny aktywnos$ci proteolitycznej szczepow, stabo wzrastalo w podtozu
YNB/surowicy w 37°C, natomiast 65-70% szczepoOw wykazujacych wzrost $redni lub
obfity w YNB/surowicy, wzrastato na podtozu BSAA. Roznice sa istotne statystycznie
(testy Fishera) dla poréwnan ,,wzrost staby” ~ ,wzrost §redni” p = 0,0113, dla ,,wzrost
staby” ~ |, wzrost obfity” p = 0,0461. Okoto 45% z tych szczepoéw wykazywato aktywnos¢
proteolityczna — por. tab. 6.1. Wydaje si¢ zatem, ze aktywnos$¢ proteolityczna moze

wplywac na zdolno$¢ wzrostu w wyzszej temperaturze.

Dla poréwnania, prawie wszystkie szczepy C. albicans wykazaly aktywno$¢
proteolityczna. Co ciekawe nie stwierdza si¢ statystycznie istotnych roéznic w poziomie
aktywnos$ci proteinazy dla wzrastajacych w temp 37°C szczepdw R. mucilaginosa
1 C. albicans, co $wiadczy, ze jesli dany szczep Rhodotorula wzrasta w 37°C 1 posiada
aktywno$¢ proteolityczna, to jest ona poroéwnywalna z aktywnoscia szczepow C. albicans.
Wysoka aktywno$¢ proteinazy aspartylowej znana jest wsrdéd szczepdw Candida sp.
Kumar 1 wsp. stwierdzili jej obecnos¢ u 94,1% badanych szczepow C. albicans 1 77,2%

szczepow C. tropicalis [113].

Tabela 6.1: Pordwnanie intensywnos$ci wzrostu w tescie tolerancji temperatury i na podlozu do oceny
aktywnosci proteolitycznej w 37°C.

wzrost w te$cie tolerancji test aktywnosci proteinazy aspartylowej
temperaturowe] liczba szczepow liczba szczepow liczba szczepow
wykazujaca brak wykazujaca wzrost wykazujaca
wzrostu aktywnos¢
brak wzrostu (1) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
wzrost staby (10) 8 (80%) 2 (20%) 0 (0%)
wzrost §redni (26) 8 (31%) 18 (69%) 11 (42%)
wzrost obfity (17) 6 (35%) 11 (65%) 8 (47%)
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6.3.4 Aktywnosé¢ lipazy

Do oceny zdolnosci lipolitycznej zastosowano metodg inkorporacji Tweenéw do podtoza
stalego. Metoda ta pozwala na szybkie wykrycie szczepéw wykazujacych aktywnosc
lipazy [70], ktora objawia si¢ oleistym halo 1 strefa precypitacji wokot kolonii. Tsubosi
1wsp. [232] stwierdzili, Zze najlepszy wzrost komorek daje podloze z Tweenem 85,
Tweenem 80 1 60. Tweeny 40 i 20 nie powoduja wzrostu liczby komoérek w podtozu.
Aktywno$¢ esterazy w ich badaniach dla Tweenu 85 miata maksimum w 48 godzinie
hodowli, natomiast dla Tweenu 80 najwyzsza warto$¢ osiagneta w 72 godzinie hodowli.
Tween 80 indukuje wydzielanie zewnatrzkomorkowej lipazy.

Aktywnos¢ lipolityczna wiazana jest z patogennos$cia grzybow, cho¢ jej rola jest
ciagle dyskutowana [72, 210]. Zewnatrzkomérkowa lipaza jest czynnikiem
determinujacym bytowanie na skoérze, rozwoéj zakazen powierzchniowych i gigbokich
przez wiele bakterii m.in. Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Priopionibacterium
acnes, Pseudomonas aeruginosa [227]. Badania Ran i wsp. wykazaly, ze dodanie do
podtoza aktywatora lipazy odgrywa wazna rol¢ we wzroscie komodrek i indukuje
powstawanie strzepek Malassezia furfur. Ponadto optimum pH dzialania tego enzymu jest
zblizone do pH skory cztowieka [187]. Mutanty Candida parapsilosis pozbawione genu
dla lipazy nie tworzyty biofilmu, byty réwniez bardziej podatne na fagocytoz¢ oraz mnie;j
patogenne w mysim modelu zakazenia [71]. Eksperymenty z C. albicans pozbawionych

genu dla lipazy 8 rowniez wykazaly, ze szczepy te sa mniej patogenne dla myszy [70].

Rhodotorula sp. cechuje si¢ wysoka aktywnoscia lipazy w 27°C. Temperatura ta
odpowiada temperaturze skory cztowieka. Wydaje si¢ zatem, ze aktywno$¢ lipazy jest
cecha przystosowawcza do kolonizacji skory, jak ma to miejsce u Malassezia, czy bakterii
np. S. epidermidis.

Okoto 17% szczepéw R. mucilaginosa wykazywato aktywno$¢ lipolityczna
w 37°C. Moze to $wiadczy¢ o heterogenicznosci lipazy wystepujacej u Rhodotorula.
Zwlaszcza ze Muderhwa i wsp. wykazali obecno$¢ dwoch lipaz charakteryzujacych sig
réoznymi optymalnymi pH (4 1 7) 1 optymalna temp. 45-55°C u szczepu R. mucilaginosa
[150]. Papaparaskevas i wsp. stwierdzili, ze optimum temperatury dla wyizolowanej
z R. glutinis lipazy wynosi 35°C [169]. Wiasciwo$¢ ta selekcjonuje rowniez szczepy

zdolne do powodowania grzybic gtebokich.
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Nie stwierdzono zalezno$ci migdzy aktywnoscia lipazy a tworzeniem biofilmu, jak

mialo to miejsce w przypadku, wspomnianych wyzej, badan nad C. parapsilosis.

6.4 Zmiana fenotypu

Kurtzman 1 Fell w The yeast, a taxonomic study opisuja tworzenie szczatkowe]
pseudogrzybni w technice ptytek Dalmau na podtozach kukurydzianym dla R. glutinis, dla
R. mucilaginosa po miesiacu inkubacji w 19°C stwierdzaja brak lub szczatkowa
pseudogrzybni¢ zbudowana z tancucha wydluzonych komorek. R. minuta wedlug tych

autoroOw nie tworzy pseudostrzgpek [119].

Uzyskane wyniki potwierdzaja brak zdolno$ci tworzenia pseudostrzgpek przez
szczepy R. minuta. Zaden z przebadanych szczepéw R. glutinis nie tworzyt
pseudostrzepek, jednak zbyt mata ilo$¢ szczepdéw nie pozwala na wyciaganie wnioskow.
W przypadku jednej trzeciej szczepow R. mucilaginosa zaobserwowano zdolno$¢
tworzenia pseudostrzepek. Pig¢ procent (n = 3) wszystkich szczepéw wykazywalo wysoka

intensywno$¢ tworzenia pseudostrzg¢pek.

Volz i Hunter wykazali, ze tworzenie pseudostrzgpek zalezne jest od §wiatta [238].
Wykonana ocena zmiany fenotypu prowadzona byta w ciemnosci, przez co czynnik ten nie

mial wplywu na uzyskane wyniki.

Stwierdzono, ze surowica jest najsilniejszym induktorem tworzenia strzgpek przez
C. albicans [115]. Surowica stymulowata réwniez powstawanie strzgpek u Yarrowia
lipolytica [105]. Wydaje sig, ze podwyzszona temperatura inkubacji 1 surowica stymuluja
tworzenie pseudostrzgpek takze u R. mucilaginosa.

Tworzenie strzgpek jest jedna z determinant patogenno$ci. Wykazano, ze szczepy
C. albicans nietworzace strzgpek sa niepatogenne [132]. Rola tworzenia pseudostrzepek
przez Rhodotorula w zakazeniach pozostaje nie wyjasniona. Nie ma badan

potwierdzajacych tworzenia pseudostrzgpek przez te grzyby in vivo.
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6.5 Tworzenie otoczek

Obecnos¢ ochronnej otoczki jest czynnikiem patogennosci wielu bakterii [101, 55, 228].
Sugeruje si¢ rowniez, ze otoczka Cr. nmeoformans chroni komorki tego grzyba przed
fagocytoza [20, 253]. Z drugiej strony, wytworzenie otoczki zmniejsza zdolno$¢

mikroorganizmoéow do przylegania do komorek gospodarza [225].

Znane sa gatunki grzybow o niskiej wirulencji, ktore wytwarzaja otoczki. Sa to inne
niz C. neoformans gatunki z rodzaju Cryptococcus np. Cr. albidus. Inne grzyby
stwierdzane w zakazeniach ludzi posiadajace otoczkopodobne struktury, ktore jednak nie
zostaly dobrze scharakteryzowane to: Malassezia furfur [148], Trichosporon beigelii*
[145], Sporothrix schencki [74]. Wystepowanie otoczek zostato stwierdzone u Tremella
mesenterica, gatunku blisko spokrewnionego z Cr. neoformans, ale zupeknie

niepatogennego dla ludzi [57].

Tworzenie otoczek przez Rhodotorula zostalo wykazane w badaniach komorek
tych drozdzy metodami mikroskopii elektronowe;j. Srivastava i Smith [224], oceniajac trzy
szczepy R. mucilaginosa w TEM, zauwazyli, ze otoczka jest grubsza, gdy komorki rosna
w podiozu z glukoza, niz w podiozach bez glukozy. Wystepowanie otoczki stwierdzono
rowniez u gatunku R. glutinis [139]. Wykazano ponadto, ze egzopolimery otoczkowe
R. mucilaginosa odgrywaja istotna rol¢ w usuwaniu i sekwestracji jondw metali [188,

189].

Nie przeprowadzono badan oceniajacych wystgpowanie otoczek u szczepow
klinicznych. Otoczki stwierdzano jedynie przy okazji diagnostyki grzybic u klinicznych
izolatow z krwi [1, 2, 25, 64], plynu modzgowo-rdzeniowego [11, 217, 229] oraz
z owrzodzenia jamy ustnej [103]. Wszystkie szczepy nalezaly do gatunku R. mucilaginosa.
Istnieja rowniez informacje o szczepie nietworzacym otoczek. Naveh nie obserwowatl
otoczek w preparacie negatywowym izolatu R. mucilaginosa odpowiedzialnego za

zapalenie wsierdzia [ 154].

Rodzi si¢ zatem pytanie, czy obecno$¢ otoczek wystepujacych u okoto jednej

trzeciej szczepOw R. mucilaginosa jest przystosowaniem do pasozytnictwa, czy cecha

* Trichosporon beigelii zostal reklasyfikowany jako synonim 7. cutaneum, jednak nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, czy opisywane szczepy tworzace otoczki rzeczywiscie przynalezaty do gatunku
T. cutaneum.
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obecna niezaleznie od trybu zycia. Zwlaszcza ze nie stwierdzono roéznic w czestosci
tworzenia otoczek przez szczepy R. minuta 1 R. mucilaginosa. Brakuje rdwniez badan na

temat wystgpowania otoczek u szczepow bytujacych wytacznie w srodowisku naturalnym.

Rycina 6.4: Otoczki R. mucilaginosa wedlug Thakur i wsp.
2007 [229].

Oryginalny podpis: preparat w 10% nigrozynie plynu moézgowo-
rdzeniowego ukazujacy paczkujace komorki z szerokim jasnym halo wokot
komorek (x400). url: http://www.ijjmm.org/viewimage.asp?
img=IndianJMedMicrobiol 2007 25 2 166 32730 1.jpg

6.6 Zdolnos¢ tworzenia biofilmu

Tworzenie biofilmu pozwala mikroorganizmom na trwata kolonizacjg, czy to naturalnych
siedlisk np. przewodu pokarmowego, czy tez materiatow sztucznie wprowadzonych do
organizmu np. cewnikéw. Udowodniono, ze szczepy Haemophilus influenzae posiadajace
zdolno$¢ tworzenia biofilmu siedmiokrotnie czgéciej odpowiedzialne byly za trwala
kolonizacj¢ jamy nosowogardlowej, niz szczepy nieposiadajace tej wiasciwosci [213].
Istnieja badania sugerujace, ze izolaty C. albicans wykazuja wigksza zdolnos¢ do
tworzenia biofilmu, niz izolaty pozostalych gatunkéw z rodzaju Candida [112]. Tworzenie
biofilmu moze zwigksza¢ ekspresj¢ innych cech patogennosci. Wykazano, ze komorki
C. albicans w biofilmie produkuja wigksze iloSci proteinazy aspartylowej, niz komorki
planktoniczne [146]. Surowica zwigksza zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez Candida sp.

[157].
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Istnieje wiele metod do oceny tworzenia biofilmu. Sa to m.in. metody wizualnej
oceny w mikroskopie: pomiary grubo$ci i gestosci biofilmu, ocena suchej masy komoérek
1 macierzy zewnatrzkomorkowej w biofilmie, a takze ocena aktywno$ci mitochondrialne;j
przy uzyciu reakcji z XTT. W niniejszej pracy zastosowana zostala metoda barwienia
biofilmu fioletem krystalicznym. Wybor metody zwiazany byt z dostgpnoscia 1 kosztem
odczynnika. Metoda oceny tworzenia biofilmu z zastosowaniem fioletu krystalicznego
dobrze koreluje z metoda aktywnos$ci mitochondrialnej XTT, ktora wydaje si¢ zlotym
standardem w badaniach nad biofilmem grzybiczym. Li i wsp. okreslili wspotczynnik

korelacji obu metod na poziomie 0,96 przy poziomie istotnosci p < 0,001 [128].

Z uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, ze Rhodotorula dobrze tworzy biofilm
w warunkach sztucznej pozywki. Wszystkie szczepy badane wzrastaly mimo zastosowanej
temperatury 37°C, w ktdrej, jak wiadomo z poprzednich rozdziatow, nie wszystkie szczepy
dobrze wzrastaty. Nie wykazano korelacji migdzy wzrostem w temperaturze 37°C
a srednig warto$cia tworzenia biofilmu w podiozu YNB, natomiast taka zalezno$¢ istnieje

dla surowicy (por. rycina 6.5).

Mozna spodziewaé sig, ze Rhodotorula charakteryzuje si¢ wysoka zdolnos$cia
tworzenia biofilmu przynajmniej w warunkach srodowiskowych. Dogett w swojej pracy
dotyczacej tworzenia biofilmu w S$ciekach zauwaza, ze R. glutinis 1 R. mucilaginosa
wykazywaly najwigksza ggsto§¢ wystgpowania w biofilmie ws$rdéd drozdzy [61].
Obserwowana aktywno$¢ biofilmotworcza Rhodotorula w YNB moze wynika¢ z tego

zjawiska.

Biorac pod uwage zdolno$¢ do wzrostu szczepow w surowicy, wydaje sig, ze
odpowiedzialnym za mniejsza zdolno$¢ tworzenia biofilmu czynnikiem w tym medium
bedzie zmniejszona zdolno$¢ przylegania. Stoi to jednak w sprzeczno$ci z badaniami
Ramage i wsp., ktorzy wykazali stymulujacy wptyw surowicy w czasie fazy przylegania
w modelu tworzenia biofilmu przez Candida dubliniensis [186], a takze badaniami
oceniajacymi zdolno$¢ przylegania C. albicans do powierzchni akrylowych [203].
Ciekawe w tym zakresie sa badania Nikawa i wsp. stwierdzajace wigksza kolonizacje
kulek hydroksyloapatytowych przez Streptococcus mutans w $linie 1 kontroli niz
w surowicy w przeciwienstwie do C. albicans, ktora kolonizowata je lepiej w surowicy
[156]. Wolne tempo tworzenia biofilmu mogtoby ttumaczy¢ rozwdj fungemii wywotanej

Rhodotorula dopiero w wyniku dtugotrwatego utrzymywania cewnika [155].
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Rycina 6.5: Zalezno$¢ miedzy intensywnoscia wzrostu w 37°C a tworzeniem
biofilmu w okreslonej pozywce.

Szczepy C. albicans wykazywaly stabe tworzenie biofilmu w warunkach sztuczne;j
pozywki, natomiast zdolno$¢ tworzenia biofilmu zostala diametralnie poprawiona
w warunkach inkubacji w surowicy bydlgcej. Zwigzane jest to prawdopodobnie
z mechanizmem phenotyping switching [122], ktory w przypadku C. albicans objawia sig
tworzeniem przez komoérki w surowicy najpierw tzw. germ tubes, a nastgpnie grzybni
prawdziwej, zapewniajacej szkielet utrzymujacy struktur¢ biofilmu i zapobiegajacy
wyplukaniu komorek [10, 100].

Zastanawiajacy moze by¢ fakt niskiej zdolno$ci tworzenia biofilmu w podiozu
YNB z glukoza przez C. albicans. Istnieja badania wykazujace, ze tylko 42,9% izolatow
C. albicans pochodzacych z krwi wykazuje zdolno$¢ tworzenia biofilmu w poréwnaniu
zizolatami z krwi Candida non-albicans wykazujacymi zdolno$¢ tworzenia biofilmu
w 93,1% [114]. Stukrotny wzrost aktywnosci biofilmotworczej C. albicans indukowany
surowica byl obserwowany przez Nikawa 1 wsp. [158, 157]. W moich badaniach szczepy
pochodzity glownie z jamy ustnej, pochwy lub przewodu pokarmowego, co moze
thumaczy¢ jeszcze nizszy odsetek zdolnosci do tworzenia biofilmu, niz zostal
zaobserwowany w pracy Kumara i wsp. [114]. Prace Nikawy i wsp. [158, 157] thumacza
natomiast zaobserwowana roznicg w zdolno$ci tworzenia biofilmu w surowicy bydlgcej

1 YNB.
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Rycina 6.6: Etapy rozwoju biofilmu.

Czg$¢ rysunkowsq przedstawiajaca fazy rozwoju biofilmu C. albicans opracowano na podstawie pracy
Chandra i wsp. [39]. Zdjgcia przedstawiaja biofilm réznych szczepéw Rhodotorula po trzydniowej inkubacji
— widoczne jest zroznicowanie tempa tworzenia biofilmu.
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6.7 Lekowrazliwosé

Do oznaczenia lekoopornosci Rhodotorula sp. wybrany zostal komercyjny test ATB
Fungus INT 2, ze wzgledu na prostote wykonania, szybkos$¢ 1 zgodno$¢ z metodami
zalecanymi przez CLSI. Torres-Rodrigez i Alvardo-Ramirez [231] poréwnali wyniki
oznaczenia lekoopornosci uzyskane przy pomocy metody CLSI M27-A2 i tego testu.
Wykazali wysoka zgodno$¢ wynikoéw miedzy obydwoma testami: dla AMB i SFC — 100%,
97% dla FLZ 1 98% dla ITZ.

Brak jest okre$lanych warto$ci odciecia® MIC dla Rhodotorula. Nie mozna zatem
okresli¢ klinicznego roéznicowania na szczepy wrazliwe, $redniowrazliwe lub oporne na
dany antymikotyk. Dane dotyczace Candida sp. i Cr. neoformans moga posrednio
wskazywa¢ wartosci MIC, ktére moga by¢ punktami odcigcia w przypadku Rhodotorula
sp. Dla 5FC uznaje sig, ze MIC < 4 mg/l wskazuje szczepy wrazliwe. Dla AMB nie ma
okreslonych kategorii, ale wartosci MIC > 2 mg/l sa uznane za wskazujace opornosc.
Dlatego mozna wnioskowaé, ze wsrdd przebadanych szczepéw wszystkie okazaty sig
wrazliwe na te leki. Tylko jeden szczep R. glutinis wykazat podwyzszona wartos¢ MIC = 2
mg/l dla SFC. Dwa szczepy R. minuta i 3 szczepy R. mucilaginosa wykazaly podwyzszone

wartosci MIC = 1 mg/l dla AMB.

W przypadku FLZ punkt odcigcia opornosci na ten lek wynosi > 64 mg/l dla
Candida sp. 1> 16 mg/l dla Cr. neoformans. Warto$ci MIC ponizej 16 mg/l wykazaly trzy
szczepy R. minuta 1 3 szczepy R. mucilaginosa, a wartosci ponizej 64 mg/l trzy szczepy
R. glutinis, wigkszo$¢ szczepdw R. minuta (n =16).

Zaas i wsp. [251] stwierdzil, ze AMB lub 5FC i usunigcie cewnika sa skuteczna
terapia zakazen Rhodotorula. Stwierdzili réwniez, ze azole nie sa dopuszczalne w terapii.
Uzyskane przeze mnie wyniki badan in vitro potwierdzaja te obserwacje. Istnieja jednak
doniesienia [108] o skutecznej terapii flukonazolem w przypadku dwoéch przypadkow
zakazen R. glutinis. MIC dla FLZ oznaczony zostal na poziomiel,5 mg/l. Szczepy ponadto

wykazywaty opornos$¢ na SFC (MIC =32 mg/l). W uzyskanych wynikach nie stwierdzono

*  Warto$ciami odcigcia w tym przypadku to wartoéci decyzyjne pozwalajace na zakwalifikowanie danego

szczepu ze wzgledu na wrazliwo$¢ na lek in vivo.
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szczepOw R. glutinis wrazliwych na FLZ, natomiast wrazliwo$¢ stwierdzono u trzech
szczepow R. mucilaginosa (4,92%).

Wydaje sig, ze naturalna opornos¢ szczepdw Rhodotorula sp. na azole daje im
przewage w sytuacji, gdy pierwotny patogen zostanie eradykowany lub zahamowany
zostanie jego wzrost. Zaobserwowano, ze profilaktyka zakazen grzybiczych z uzyciem
flukonazolu moze sprzyja¢ rozwojowi zakazen Rhodotorula [79, 106]. Istnieja badania
wskazujace, ze indukowana oporno$¢ na azole w przypadku C. tropicalis [12], niektérych
szczepow C. albicans [81] oraz Trypanosoma cruzi [27] skutkowata obnizeniem wirulencji
tych szczepéw. Mozliwe zatem, ze rOwniez naturalna oporno$¢ na azole szczepdw

Rhodotorula jest przyczyna ich niskiej patogennosci.
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Rycina 6.7: Rozklad wartosci MIC dla FLZ i ITZ wsrod badanych
szczepOw R. mucilaginosa.
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6.8 Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze tylko niektéore z badanych
szczepOW Rhodotorula posiadaja cechy uznane powszechnienie za determinanty
patogennos$ci. Rozna jest ekspresja tych cech w porownaniu do szczepdéw C. albicans oraz
migdzy poszczegélnymi gatunkami. R. mucilaginosa wykazuje aktywno$¢ fosfolipazy
wyzsza niz porownywane szczepy C. albicans. Szczepy wykazujace aktywnos¢
proteolityczna, ktora jest pordéwnywalna z aktywno$cia proteolityczna C. albicans,
stanowia jedna trzecia badanej populacji R. mucilaginosa. Niewiele z badanych szczepoéw
(ok. 17%) cechuje si¢ aktywnoscia lipolityczna, ktora jest nizsza od aktywnosci lipazy
u porownywanych szczepéw C. albicans. Moze to wskazywaé na kluczowa rolg tego
enzymu w zakazeniach grzybiczych.

R. mucilaginosa cechuje si¢ rdwniez zdolnoscia tworzenia biofilmu w surowicy
w temperaturze 37°C w ptlytkach titracyjnych. Ilo$¢ tworzonego biofilmu jest jednak
znacznie nizsza niz u poréwnywanych szczepow C. albicans. Oznacza to, ze biofilm
Rhodotorula wzrasta wolniej w surowicy, co thumaczyloby opisywane przypadki fungemii
u pacjentow z dlugoterminowo zalozonym cewnikiem zylnym. Cecha ulatwiajaca
zakazenia Rhodotorula moze by¢ jej opornos¢ na powszechnie stosowane leki azolowe.
Szczepy Rhodotorula moga zajmowacé nisze ekologiczne po gatunkach, ktére zostaly
eradykowane w wyniku terapii przeciwgrzybiczej. Cho¢ z drugiej strony istnieja badania
wskazujace, ze indukcja oporno$ci na FLZ skutkowala zmniejszeniem patogennosci
grzybow.

Uzyskane wyniki, wskazujace posiadanie przynajmniej przez pewien odsetek
szczepOw szeregu cech bedacych determinantami patogenno$ci grzybow, oraz dane
z piSmiennictwa, sugerujace niska patogennos$¢ Rhodotorula, sktaniaja do kontynuacji
badan na modelu mysim w celu wykluczenia badZz potwierdzenia patogennos$ci

wyselekcjonowanych szczepow.
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7 WNIOSKI

1)

2)

3)

4)

Sposréd grzybow z rodzaju Rhodotorula w zakazeniach oraz na skérze cztowieka

dominuje gatunek R. mucilaginosa.

Szczepy R. mucilaginosa mozna réznicowaé na biotypy na podstawie profili
aktywnos$ci enzymatycznej testu API ZYM. Jednakze uzyskane w ten sposob

biotypy nie koreluja z wystgpowaniem determinant patogennosci.

Szczepy R. mucilaginosa wykazuja duze zroznicowanie ze wzgledu na posiadanie

1 ekspresjg cech uznawanych za determinanty patogennosci:

a) Wigkszo$¢ szczepéw R. mucilaginosa wykazuje zdolno$¢ do przezycia
1 rozmnazania si¢ w surowicy bydlecej w temperaturze 37°C.

b) Wigkszos¢ szczepow R. mucilaginosa posiada aktywnos¢ fosfolipazy wyzsza
od aktywnosci fosfolipazy wykazywanej przez porownywane szczepy

C. albicans.

c) Jedna trzecia szczepow wykazuje aktywno$¢ proteolityczna. Aktywno$¢
proteazy aspartylowej tych szczepow jest pordwnywalna z aktywnoscia
wykazywana przez szczepy C. albicans.

d) Aktywno$¢ lipazy w temperaturze 37°C stwierdzona jest tylko u 16,67%
szczepOw R. mucilaginosa ponadto jest ona nizsza od aktywnos$ci lipazy
u porownywanych szczepow C. albicans. Moze to sugerowac kluczowa rolg tej

cechy jako determinanty patogenno$ci grzybow.

e) Niektore szczepy R. mucilaginosa tworza otoczki 1 wytwarzaja pseudostrzgpki

W SUrOwWICy.

Wigkszo$¢ szczepow R. mucilaginosa jest w stanie wytworzy¢ biofilm w surowicy
w temperaturze 37°C w polistyrenowych ptytkach titracyjnych, jednakze wielko$¢
biofilmu po 3 dniach inkubacji jest znacznie nizsza, niz w przypadku
poréwnywanych szczepdw C. albicans. Fakt ten moze tlumaczy¢ opisywany
w pracach kazuistycznych rozwdj fungemii wywotanej przez Rhodotorula dopiero

po dlugoterminowym utrzymywaniu cewnikéw zylnych.
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5)

6)

Naturalna oporno$¢ szczepdw Rhodotorula na leki azolowe pozwala im na
zajmowanie nisz ekologicznych powstalych w wyniku eradykacji pierwotnych
patogenow.

Uzyskane wyniki skfaniaja do podjecia dalszych badan potwierdzajacych badz
wykluczajacych patogennos¢ wyselekcjonowanych szczepow  Rhodotorula

w zwierz¢cym modelu badawczym.
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8 STRESZCZENIE

W ostatnich latach opisywanych jest coraz wigce] przypadkéw zakazen grzybami
Rhodotorula. Najczgstsza postacia rodotorulozy jest grzybica uogélniona (fungemia)
a najczgstszym czynnikiem etiologicznym gatunek R. mucilaginosa.

Praca miata na celu okreslenie cech determinujacych patogenno$¢ grzybow
zrodzaju Rhodotorula w porownaniu do czynnikow patogennosci Candida albicans.
W tym celu zbadano zdolno$¢ do wzrostu w temperaturze ciala cztowieka, aktywno$¢
wybranych enzymow, tworzenie otoczek, zmiang fenotypu oraz zdolnos¢ do tworzenia
biofilmu. Ponadto dokonano oceny wrazliwosci na podstawowe leki przeciwgrzybicze oraz
podj¢to probe biotypowania szczepow w oparciu o test API ZYM.

Badania zostaty przeprowadzone na izolatach pochodzacych od pacjentow oraz
z probek srodowiskowych badanych w Zaktadzie Mykologii.

Stwierdzono znaczne zrdznicowanie szczepdw ze wzgledu na posiadanie
determinant patogennosci.

Wykazano, ze wigkszo$¢ szczepdw wzrasta w temperaturze ciata czlowieka.
R. mucilaginosa wykazuje wyzsza aktywnos¢ fosfolipazy w 37°C niz C. albicans. Jedna
trzecia szczepOw wykazuje aktywnos$¢ proteolityczna. Aktywnos$¢ proteazy aspartylowej
tych szczepow jest porownywalna z aktywnos$cia wykazywana przez szczepy C. albicans.
Aktywnos$¢ lipazy w temperaturze 37°C stwierdzona zostala tylko u 16,67% szczepow
R. mucilaginosa ponadto jest ona nizsza od aktywnosci lipazy u porownywanych szczepow
C. albicans.

Tylko niektore szczepy R. mucilaginosa tworza otoczki 1 wytwarzaja
pseudostrzepki w surowicy. Wigkszo$¢ szczepdw R. mucilaginosa jest w stanie wytworzy¢
biofilm w surowicy w temperaturze 37°C w polistyrenowych ptytkach titracyjnych,
jednakze wielkos$¢ biofilmu po 3 dniach inkubacji jest znacznie nizsza, niz w przypadku
porownywanych szczepdw C. albicans. Fakt ten moze tlumaczy¢ opisywany w pracach
kazuistycznych rozwdj fungemii wywotane] przez Rhodotorula dopiero po
dlugoterminowym utrzymywaniu cewnikéw zylnych.

Wykazano wysokie wartosci MIC dla szczepow R. mucilaginosa na flukonazol
1 itrakonazol. Wykazano brak przydatnosci biotypowania w roznicowaniu szczepOw

posiadajacych determinanty patogennosci na podstawie enzymogramow testu API ZYM.
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9 SUMMARY

In the recent years more and more cases of Rhodotorula infection are reported. Deep
mycosis (fungaemia) is the most frequent form of rhodothorulosis and the most common
aetiological agents is the species R. mucilaginosa.

The aim of this study was to evaluate the prevalence of virulence factor of
Rhodotorula strains in comparison to known human pathogen Candida albicans. For that
purpose the ability to grow in body temperature, activity of selected enzymes, capsule
production, change of the phenotype and the ability to form a biofilm were investigated.
Moreover antifungal drug susceptibility test was performed and a trial to biotype the
strains with API ZYM test was performed.

The study was carried out on isolates from patients and environmental samples
tested in the Department of Mycology.

There was a wide diversity in the expression of virulence factors in Rhodotorula
strains.

It has been shown that most strains had the ability to grow in body temperature.
R. mucilaginosa has a higher phospholipase activity of at 37°C than C. albicans. One-third
of the strains of R. mucilaginosa has proteolytic activity. The aspartyl protease activity of
these strains was comparable to the activity exhibited by the C. albicans strains. The lipase
activity at 37°C was found in only 16.67% of R. mucilaginosa strains moreover this
activity was also lower than the lipase activity in the compared C. albicans strains.

Only some strains of R. mucilaginosa produce capsules and pseudohyphae in the
serum. Most strains of R. mucilaginosa are able to produce the biofilm in serum at 37°C in
polystyrene microplates, but the size of the biofilm after three days incubation is
significantly lower than in the compared strains of C. albicans. This may explain the case
studies of fungemia due to Rhodotorula during maintenance of long-term venous catheters.

High MICs have been shown for strains of R. mucilaginosa to fluconazole and
itraconazole. Biotyping on the base of enzymograms of APl ZYM test are useless in

differentiation of strains.
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10.1 Wykaz odczynnikow i aparatury

10.1.1 Odczynniki

10.1.1.1 Pobroza

1. Podloze Sabourauda z chloramfenikolem (SGA)

Podtoze firmy Biocorp.

Mieszanka peptonOW. .. ...ttt ittt enneeerennnnssassonnns 10,0 g
L T o 4 T 40,0 g
Chloramfenikol. ...ttt eneeereeonnessessoonnnnsansss 0,5 g
Y =4 | 15,0 g

pH 5,6 +/- 0,2

2. 10-krotnie rozcienczone podloze SGA

Jest to bulion Sabourauda rozciefczony najczgsciej woda w proporcji 1:9. Istnieja rowniez
modyfikacje rozcienczalnika, ktorym moze by¢ PBS, MOPS 50 mmol pH 7,3 lub HEPES
5 mmol pH 7,3. Stuzy do indukcji tworzenia otoczek [252].

3. Podloze do oceny asymilacji azotanow

Podloze wedtug Pincus i wsp. [178]

O T T S 1,40 g
Yeast Carbon BasSe.....eeueiieetteonensseeeonnnsssasssnnnnnns 1,60 g
Biekit bromotymolowy.....oveeitiiiiinne i ennneeeonnnnnns 0,12 g
Agar NOble'a. ..ttt iiiineieeeeeeneesssesoonnssscasonnnns 16,00 g
e O T T 1,00 1
pH 5,9-6,0
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4. Podloze EYA do oznaczania aktywnosci fosfolipazy

EYA (Egg Yolk Aagar) podtoze z emulsja z zottek jaj kurzych (200 ml)

1] G 13,00
T 11,70
O O T T 0,11
Jatowe ZOZtka KUPZe. .. vttt ittt ittt teietnneeanneeanananns 10,00%

Z6ttko nalezy wirowaé przy 500g przez 10 min; 20 ml supernatantu dodaé do jalowego

podioza.

= o Y= T o 1o - T 184 m

5. Podloze BSAA do oznaczenia aktywnosci proteinaz

BSAA (Bovine Serum Albumin Agar) podtoze z albuming bydleca

MBSO 7Ho0u v ettt ettt ettt e 0,04
KoHPO e e v ettt ettt e 0,50
Y7t 1,00
WYCigg drOZdZOWY . v vvvevniinnnnnnnnnnnnoooeeeessssssooosssss 0,20
GLlUKOZA. ittt ittt itiiiteiieeneeanesneesoeesosasonasonnannns 4,00
5 A 0,50

o O0a 09 09

119



SPIS PISMIENNICTWA

6. Podloze Tweenowe

Podloze zawierajace w sym sktadzie mieszaning 4 Tweenow: Tweenu 20, 40, 60, 80.

=T 0 ) o N 10,0 g

= 5,0 g

O O L T 0,1¢g

LY== ) I 20,0 g
MiesSzanina TWEENOW. . v v vv it teneesoeeroononssaasosnnaes 1,06 ml / 100 ml podioza
pH=5,5

7. Wyjsciowe podloze azotowe (YNB)

23T 0 ) )Y/ T 1 2
Pantotenian wapnia......cciiiiiiiiieiniininnennnnnnonennnnns 400
QT T 02 o 2
03 T 42 f o 1 2000
=Y o)V o - T 400
Kwas p-aminobenzoesSOoWY....veee it ennerreennensenseonnnnsns 200
Chlorowodorek pirodoKSyny.....eeeeeeiiiiiieeeeosnsssosonnnnnans 400
240 o o = 1 1 - T 200
Chlorowodorek tiaminy......oeeieiiieeriennenneereonnonnnnnns 400
KWaS DOPOWY . vttt ittt titeeeeensoonnessassoonsessssssannnnsns 500
Siarczan miedzi.....i. ittt iiiiiieennnnnnnnnnnnns 40
JodeK POtasU. ettt ittt iiieneneetooonnesssessannnnsns 100
Chlorek Zelaza......ieeiiiiiiiiiiiiiiiieieieieeeeeesnnnnnnnnnnns 200
S1arCzZan MANGANU. ¢ v v vttt i i i eeeeeeessesessssssnnnnnnnnas 400
Molibdenian sodu........iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenennnnns 200
Siarczan CYNKU. . oottt ittt ittt ittt 400
Fosforan potasu jednozasadowy........eeveiireinennnensennnnnns 1
S1arCZan MABNEZU. ¢ v vt vttt v it eeeeeessssssssssssssssnnnnans 500
Chlorek SOdU. ... viiiiiiiiiiiiii ittt it tiiteeessssnnnnnnnnns 100
Chlorek Wapnia..uuieeeeeiiiineeeeeeeeiiiooesssssssssonnnnans 100

ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug
ug

mg
mg
mg
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8. Surowica bydleca (Biomed Lublin)

Naturalne Zrédlo substancji biatkowych. Nie traci warto$ci odzywczych przy
wielokrotnym zamrazaniu i1 rozmrazaniu. Pochodzi z krwi zwierzat zdrowych klinicznie,
wolnych od chorob zakaznych, przebadanych przez lekarza weterynarii. Sterylizowana jest
przez filtracje. pH wynosi 7,8 £ 0,3, osmomolarnos$¢ 260-320 mOsmol/l, zawartos¢ biatka

catkowitego (6,0- 9,0 %).

9. Podloze niskozelazowe (LIM)

Podloze niskozelazowe (LIM, ang. Limited Iron Medium) jest jednym z najczgsciej
stosowanych podtozy do indukcji tworzenia otoczek. Opisane zostalo przez Vartivarian i

wsp. [236].

GLUKOZA. ottt ti i tettteteeeeeneeeaeeeoeeeneeeanesaneennenanns 5,00 g
KoPO g e ettt i it ittt it 0,40 g
1YY o= o= s 1 - PP 5,00 g
CaCl2 ....................................................... 0,25 g
I 1 1 = TPt 0,40 mg
LS O T T 5,00 mg
ZNS0 4  7Hy0 ottt ettt e e e 2,00 mg
MNClye4Ho0. it i i ittt it c it 0,01 mg
MBSO 7Ho0 Mt et ettt et ettt ettt 0,08 g
NagMOO e e v ee e i i i i ittt i e e 0,46 mg
KWaS DOPOWY . vt ttt ittt tiennensessoonnenssssssnnnnsns 0,057 mg
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10.1.1.2 BArRwWNIKI

1. 0,4 % roztwor fioletu krystalicznego

1. Bufor fosforanowy (PBS)

10.1.2 Aparatura

mmol) 8,2 g
mmol) 0,2 g

mmol) 1,2 g

mmol) 0,2 g

W wykonanych badaniach uzyto nastgpujacego sprz¢tu laboratoryjnego.

1) Densytometr — BioSan, DEN-1
2) Cieplarki

3) Wirowka — MPW Med. Instruments — MPW-251

4) Czytnik ELISA — Biotek

5) Mikroskop $wietlny — Motic, B3 Professional Series

6) Wytrzasarka orbitalna — Elmi, DOS-20S

7) Wytrzasarka typu Vortex — Labnet Int., Vortex Mixer S0200

8) Pipety automatyczne:
a) Pipety o zmiennej objetosci firmy HTL

b) Pipeta wielokanalowa firmy Ependorff
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